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L’action de la chlorpromazine sur diverses intoxications bacte- 
riennes expérimentales a fait l'objet de plusieurs travaux [4 a 5}, 
qui ont montré que cette substance proltégeait la souris contre les 
endotoxines (extraites par la méthode de Boivin pour la plupart) 
aE. coli, S. typhosa, S. paratyphi B, S. typhi murium et Brucella, 
tandis qu’elle n’agissail pas sur les exotoxines diphtérique, téta- 
nique et de Cl. histolylicum et aggravait méme l’action de ia 
toxine de W. perfringens. L’action de la chlorpromazine sur les 
bactéries mémes a été moins étudiée ; on a signalé cependant /|4} 
quelle ne modifiait pas l’infeclion par le streptocoque et qu'elle 
ageravait celles du pneumocoque (par voie nasale) et de S. typhi 
murium, chez la souris également. 

A nolre connaissance, l’action de la chlorpromazine dans le 
choléra, soit en essais cliniques chez Vhomme, soit en expéci- 
mentation sur |’animal, n’a fait l’objet d’aucune publication, Si 


(*) Manuscrit recu le 11 juillet 1960. 
Annales de l'Institut Pasteur, 99, n° 6, 1960. 53 
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l'on en juge par son action sur les endotoxines extraites par 
acide trichloracétique, il semblerait que l’on puisse s’attendre 
a une action favorable de cette substance sur les effets d’une 
partie au moins de la toxine cholérique. On sait, en effet, par nos 
recherches déja anciennes {6} et par celles plus récentes de 
Freter |7] et de Jenkin [8], que la toxine cholérique se compose 
d’au moins deux fractions toxiques différentes, peut-étre liées 
a lorigine en un complexe mais isolables spontanément : l'une 
thermostable entérotrope, identique selon nous au « glucidolipide » 
type de l’endotoxine de Boivin, l'autre thermolabile neurotrope, 
protidique’ comme les exotoxines. Probablement inactive sur la 
seconde fraction, la chlorpromazine devrait, si elle se comportait 
dans l’intoxication cholérique comme dans les autres intoxications 
par endotoxines, s’opposer au moins a l’action de la fraction 
thermostable entérotrope. 

D’autre part, nous avons montré avec Jude [9, 40], que V. cho- 
lerae est soumis A des variations de virulence en fonction de la 
température de son incubation, liées aux variations identiques de 
son pouvoir toxigéne. Comme ces variations peuvent étre dues 
4’ une modification, en fonction de la température, des proportions 
des deux fractions toxiques précitées, il nous paraissait intéres- 
sant d’étudier expérimentalement Vaction de la chlorpromazine 
sur Vinfection par V. cholerae et sur Vintoxication par sa toxine, 
apres incubation des vibrions et préparation de la toxine a des 
températures différentes. 

Les expériences que nous rapportons ici ont done été faites en 
traitant par la chlorpromazine des souris recevant des toxines 
cholériques ou des suspensions de V. cholerae préparés ou 
cullivés a trois températures différentes. 


MATERIEL ET TECHNIQUES. 


1° ¥. cholerae. Trois souches récemment isolées ont été utilisées : 
une Inaba et deux Ogawa, provenant toutes de 1’Inde. Les cultures ont 
été faites sur gélose peptonée, pH 8,0, A 20°, 37° et 41°. Les vibrions 
ont Gté inoculés en suspension isotonique sans mucine. 


2° Toxine cholérique. Elle a été préparée suivant notre méthode per- 
sonnelle [40] & 20°, 37° et 41°. Chaque millilitre correspond & l’équi- 
pement toxique de 800 x 10° vibrions. 


3° Titrage de la virulence et de la toxicité. Ils ont été faits sur des 
lots de 30 souris blanches de 15 g réparties en 5 groupes de 6 par 
lot ; chaque groupe recevant des doses de vibrions ou de toxine en 
progression de raison 2. Toutes ces doses ont été administrées par voie 
péritonéale sous le volume de 0,5 ml. Les résultats ont été notés aprés 
soixante-douze heures d’observation. Les doses létales 50 p. 100 et leurs 
limites de confiance ont été calculées par la méthode de Bonét-Maury, 
Jude et Servant [44]. 
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4° Chlorpromazine (1). Cette substance a été injectée par voie sous- 
culanée & des doses allant de 4 4 20 mg par kilogramme de poids, sous 
un volume de 0,2 ml. Ces quantilés, toutes inférieures 4 la dose toxique 
pour la souris (DL50 p. 100 = 50 a 60 mg/kg), provoquent chez <et 
animal une somnolence ct une hypothermie débutant en trente 
minutes environ et durant de six A douze heures. 


RESULTATS 


I. — INTOXICATION PAR LA TOXINE CHOLERIQUE. 


Les résultats de toutes les expériences d’intoxication sont réunis 
dans le tableau I. 

a) Vibrions morts. Une expérience préliminaire a été faite avec 
les vibrions Ogawa n° 23, cultivés vingt-quatre heures a 20°, tués 
Tasteau I. — Action de la chlorpromazine (CPZ) sur l’intoxication 


cholérique de la souris. La chlorpromazine et la cortisone ont été 
administrées une heure avant le matériel toxique. 


Ne LIMITES RAPPORT 
EXPSRIENCE | MATERIEL TRAITEMENT DL 50% DE CONFIANCE DL 50 TRAITES 
SOUCHE INF. SUP. DL50 TEMOINS 
“har Z : s) 
nel vibrions néant 9,2 x 10 
z 
Ogawa 23 tués & 100% CPZ 5 me/k His2x 10” 0,78 
n? 2 toxine néant 
Ogawa 23 24 h & 202 CPZ 10 mg/k 0,44 
n? 3 toxine néant 
Ogawa 23 28 h A 202 CPZ 10 mg/k 
n& 4 toxine néant 0,210 0,450 
Inaba 200 28 h & 202 CPZ 20 mg/k 0,052 0,200 0,35 
CPZ 20 me/k 0,295 0,850 166 
+ cortisone 2 mg 
n? 5 toxine néant 0,087 0,440 
Ogawa 144 Ath a 372 CPZ 10 me/k 0,050 0,180 0,47 
n? 6 toxine néant 0,445 ml 0,287 0,689 
Ogawa 144 4ha 412 CPZ 20 me/k 0,040 ml 0,025 0,062 0,09 


(1) Largactil (4560 R. P.) injectable. 
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par chauffage 4 100° pendant cing minutes. Une dose de 5 mg/kg 
de chlorpromazine administrée une heure avant les oe 
abaisse la DLS50 des souris traitées a 7,3 x 10° contre 9,2 x 10° 
pour les témoins. 


b) Toxine préparée a 20°. Deux expériences avec deux prépa- 
rations différentes de toxine du vibrion Ogawa 23 (vingt-quatre 
heures et vingt-huit heures 4 20°) ont situé les DL50 respectives 
des souris ayant recu 10 mg/kg de chlorpromazine 4 0,015 ml el 
0,023 ml contre 0,043 et 0,034 ml pour les témoins. 

Dans une autre expérience, pratiquée avec la toxine du vibrion 
Inaba 200, les souris traitées étaient réparties en deux lots : le 
premier recevant 20 mg/kg de chlorpromazine, le second la méme 
dose plus 2 mg par souris de cortisone. Les DL50 furent respec- 
tivement 0,105 et 0,500 ml, celle du troisiéme lot témoin 0,300 ml. 

c) Toxine préparée a 37°. La DL50 de la toxine du vibrion 
Ogawa 144 (quatre heures a 37°) qui était égale a 0,200 ml pour 
les témoins, n’était plus que 0,095 ml pour les souris trailées par 
10 mg/kg de chlorpromazine. 


d) Toxine préparée a 41°. Les doses létales respectives pour les 
souris trailées Par 20 mg/kg de chlorpromazine et les souris 
témoins sont 0,445 et 0,04 ml de toxine élaborée en quatre heures. 


Il. —-Inrecrion Par V. cholerae. 


Les résullats de toutes les expériences d’infection figurent dans 
le tableau I]. 


a) Cultures @ 20°. On inocule par voie péritonéale & 380 souris 
ayant regu une cee avant 10 mg/kg de chlorpromazine par voie 
sous-cultanée et a 80 souris témoins, des vibrions Inaba 200 
réecoltés sur gélose peptonée aprés vingt-quatre heures 4 20°. Les 
DL50 calculées aprés soixante-douze heures d’observation sont : 
lot. traité =(2,.1 = 107, lot témom = 4.0, >< 10". 

b) Cultures a 37°. Une premiére expérience faite avec le vibrion 
Ogawa 144, agé de 5 heures, a donné les résultats suivants : DL50 
des souris traitées par 10 mg/kg de chlorpromazine = 4,0 x 10°, 
DL50 des témoins = 9,5 x 10°. 

Dans une deuxiéme expérience avec le vibrion Inaba 200 dort 
la DL50 pour les témoins était de 4,5 x 10°, trois lots ont <té 
traités par la chlorpromazine : le premier a recu 20 mg/kg une 
heure avant V. cholerae, il fournit une DLS50 de 0,85 x 10%; le 
deuxiéme lot a recu également 20 mg/kg mais en trois doses égales 
administrées une heure, trois heures et six heures aprés I’ inocula- 
tion du vibrion, sa DL5O est de 2,5 x 10°; enfin le troisiéme lot. 
traité au méme horaire que le deuxiéme mais avec 5 me/ke en 
trois doses, a une DL50 de 2,0 x 10°. 
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Notre troisiéme expérience avec des vibrions (Inaba 200) 
cultivés 4 37° comprenait trois lots de souris : 30 témoins, 30 ayant 
recu 20 mg/kg de chlorpromazine, 30 auxquelles on avait admi- 
nistré en outre et simuitanément 2 mg de cortisone, Les DL50 
obtenues ont été respectivement : MOE EO OST elONe PO 10 


Tascrau Hl. — Action de la chlorpromazine (CPZ) sur l'infection de 

la souris par V. cholerae. Sauf indication contraire, la chlorpro- 

mazine et la cortisone ont été administrées une heure avant 
l’inoculation des vibrions. 


8,5 
24 h A 202 1,3 


Syl 
2,1 


22 h & 372 CPZ 5 me/k 
(en 3 doses) 


CPZ 20 me/ie 
(en 3 doses) 


CPZ 20 mg/k 


néant 
CPZ 26 mg/k 


CPZ 20 mg/k 
cortisone 2 mg 


néant 


CPZ 10 me/k 


c) Cullures a 41°. Une dose de chlorpromazine de 5 mg/kg admi- 
nistrée aux souris une heure avant les vibrions Inaba 200, cultivés 
dix-huit heures 4 41°, raméne leur DL50 a 3,0 x 10° contre 
6,0 x 10° pour celle des témoins. 


Discussion. 


Comme l’indiquent les résultats de nos expériences, dans tous 
les cas, et contrairement a notre hypothése de travail, la chlor- 
promazine s’est avérée aggravante, d’une fagon plus ou moins 
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marquée mais toujours nette, pour l’intoxication et l’infection 
cholériques de la souris. Cette action se traduit par la diminution 
des volumes de toxine ou du nombre des vibrions mortels pour 
50 p. 100 des animaux traités, relativement aux quantités corres- 
pondantes létales pour les témoins. 


Nous devons, néanmoins, faire observer que l’examen des 
limites de confiance des DL50, qui figurent dans les tableaux I et 
II, montre que les différences entre les deux groupes, souris 
traitées et souris témoins, ne sont statistiquement significatives 
que dans quatre expériences seulement pour lesquelles le rap- 
port DL50 traités/DL50 témoins sont les plus bas. Ces expé- 
riences (n° 4, 6, 9 et 10) different des autres par la dose de chlor- 
promazine (20 mg/kg en une fois) qui est la plus forte que nous 
ayons employée. Ceci peut suffire a expliquer la plus grande 
netleté de leurs résultats, due a une action plus énergique de la 
chlorpromazine, et peut, 4 notre avis, faire tenir pour démons- 
tratif et valable l'ensemble de notre expérimentation. 


Dans ces conditions, l’action aggravanle de la chlorpromazine 
sur les souris recevant soit la toxine soit les vibrions cholériques, 
ne semble pas dépendre de la température d’incubation préalable 
DL50 souris traitées 


DL50 souris témoins 
&’ mesure que la dose de chlorpromazine augmente, pour une 
méme température d’incubation dans les deux groupes d’expé- 
riences. On peut donc considérer que, méme si comme on peul 
le croire la température d’incubation modifie les proportions des 
facteurs toxiques constituant la toxine cholérique, les variations 
de la composition de celle-ci n’interviennent pas dans le méca- 
nisme d’action de la chlorpromazine. 


Nous devons done envisager |’action ageravante de ce médica- 
ment sur le choléra expérimental de la souris comme particuliére 
a cette intoxication. Dans un travail antérieur [42], nous avons 
démontré le réle de la glande surrénale comme facteur de résis- 
tance 4 l’intoxication cholérique expérimentale, par l’abaissement 
trés important de la DL50 de la toxine chez les souris surrénalec- 
tomisées. Nous avions constaté aussi que le traitement par la corti- 
sone compensait largement la privalion de surrénales. C’est pour- 
quoi nous avons fait deux expériences (n° 4 et 10) en administrant 
simultanément 4 des souris la dose maxima de chlorpromazine 
(20 mg/kg) et la dose efficace de cortisone (2 mg) une heure avant 
la toxine ou les vibrions, Dans ces conditions la DL50 des souris 
ainsi traitées a été supérieure a la DL50 des témoins dans le cas 
de la toxine et sensiblement égale a cette dose dans le cas des 
vibrions. Ces résultats, joints a ceux fournis par les témoins 
« toxine + cortisone » et « vibrions + cortisone » (non figurés 


des bactéries. La valeur du rapport diminue 
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aux tableaux), montrent que l’action protectrice de la cortisone, si 
elle est plus marquée sur les souris éprouvées par la toxine cholé- 
rique que sur les souris infectées par V. cholerae, compense 
toujours l’action aggravante de la chlorpromazine. 

D’autre part, nous avons constaté que, parmi les souris qui 
succombent 4 l’épreuve de la toxine aussi bien que des vibrions 
cholériques, les animaux traités par la chlorpromazine seule 
mouraient plus tardivement que les témoins (vingt-quatre heures 
plus tard, en moyenne) et que les survivants méme restaient e9 
hypothermie et inertes parfois plus de soixante-douze heures, 
alors que les témoins rescapés semblaient en parfaite santé dés le 
deuxiéme jour. Il est done vraisemblable que l’effet hypothermi- 
sant de la chlorpromazine se surajoutant a celui identique de la 
fraction protidique de la toxine [40], favorise la mort des animaux 
en prolongeant l’algidité cholérique. 

Nous estimons done que, dans le cas du choléra expérimental 
de la souris, les propriétés aggravantes de la chlorpromaziue 
sont dues 4: a) son action antisécrétoire qui s’exerce spéciale- 
ment sur la sécrétion de la glande surrénale, et b) accessoirement, 
son action hypothermisante. 

On sait que la thérapeutique symptomatique du choléra a fait 
souvent appel 4 l’adrénaline et au réchauffement pour combattre 
le collapsus et Valgidité ; ’expérimentation 4 laquelle nous avons 
procédé aboutit en somme a confirmer par des faits impression 
que Von aurait pu avoir a priori, a savoir: qu’il ne serait pas 
indiqué de recourir dans cette maladie & un médicament qui en 
reproduit deux symptémes majeurs : Vhypotension et lVhypo- 
thermie. 

CoNCLUSIONS. 


Deux groupes d’ expériences ont été pratiqués sur la souris. 
Dans le premier, les animaux ont regu des toxines cholériques pré- 
parées a 20°, 37° et 41°. Dans le second groupe ils ont été 
infectés par des V. cholerae cultivés aux mémes_ températures. 
Dans chaque groupe des lots de souris ont été trailés par la 
chlorpromazine administrée a des doses allant de 4 4 20 mg/kg, 
soit en une seule dose une heure avant Ja toxine ou les vibrions, 
soit répartie en trois doses dans les premiéres six heures de 
Pépreuve. Dans chacune des expériences les doses létales des 
souris traitées ont été inférieures a celle des témoins. ‘L’action 
aggravante de la chlorpromazine est indépendante de la tempéra- 
ture de préparation de la toxine ou d’incubation des vibrions ; 
elle est proportionnelle 4 la dose de ce médicament lorsqu il est 
administré avant l’épreuve. L’effet des doses fractionnées est 


moins marqué. 
T’action aggravante de Ja chlorpromazine sur |’intoxication et 
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infection cholériques expérimentales de la souris, qui contraste 
avee son action céneralemnem antagoniste sur les endotoxines et 
nulle sur les exotoxines d’autres bactéries, ne semble pas due a 
la constitution particuliére de la toxine cholérique. Le fait que 
la cortisone, qui contrebalance largement la privation des surré- 
nales chez les souris soumises a Vinjection de toxine cholérique, 
soppose a laction de la chlorpromazine, indique plutdt que 
cette aggravation est due aux propriétés, antisécrétoire pour ia 
surrénale et hy pothermisante, de la chlorpromazine qui exagérent 
deux des symptomes majeurs de la maladie cholérique : le collap- 
sus et Vhypothermie. 


Résumn, 


La chlorpromazine a, sur Vintoxication et Vinfection choié- 
riques expérimenlales de la souris, une action aggravante 
constante, indépendante de la constitution particuliére de la toxine 
cholérique, qui semble due a deux des propriétés de ce médica- 
ment: antisécrétoire pour ladrénaline et hypothermisante. 


SUMMARY 


ACTION OF CHLORPROMAZIN ON EXPERIMENTAL INTOXICATION 
AND INFECTION WITH CHOLERA TOXIN AND .-VIBRIOS IN MICE. 


Chlorpromazin always increases the severity of experimental 
intoxication and infection in mice. This action does not depend 
on the composition of cholera toxin; it seems to be due to two 
properties of the drug : an inhibitory activity against adrenalin 
secretion and a temperature depressing activity. 
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ESSAIS DE DIFFERENCIATION DES MYCOBACTERIES 
SENSIBLES ET RESISTANTES A L’INH 
A L’AIDE DE TESTS QUANTITATIFS ET QUALITATIFS 
DE L’ACTIVITE PEROXYDASIQUE. 


DISCUSSION DE QUESTIONS TECHNIQUES 


par A. ANDREJEW, Ch. GERNEZ-RIEUX et A. TACQUET (*) (**). 


(Institut Pasteur de Lille) 


En 1956, nous avons signalé pour la premiére fois que, contrai- 
rement aux bacilles tuberculeux sensibles & VINH, les bacilles 
résistants & VINH ne possédent qu’une activité peroxydasique 
trés affaiblie ou nulle [4]. Cette différence, qui concerne aussi bien 
les bactéries intactes que leurs broyats [4, 2], a été observée 
a l'aide de la réaction colorimétrique basée sur l’oxydation per- 
oxydasique des phénols. 

L’emploi du procédé quantitatif de Willstatter et Stoll [3], 
modifié par Sumner et Gjessing |4], nous a permis de voir que, 
pour un méme laps de temps, le pyrogallol subit une oxydation 
peroxydasique trés nette en présence des hacilles tuberculeux 
sensibles & INH, et nulle, ou beaucoup plus faible, avec les bac- 
téries INH-résistantes. Dans le premier cas, en effet, les bactéries 
et la solution se colorent en orangé plus ou moins foncé, par 
suite de la formation de la purpurogalline (produit d’oxydation 
du pyrogallol) ; dans le second cas, par contre, la couleur des 
bactéries et de la solution correspondante, pour un méme temps, 
ne varie pas ou presque pas. Dans les mémes conditions, il n’y 
a pas de formation de purpurogalline avec les bactéries sensibles 
a VINH préalablement chauffées 4 100°. D’autre part, en pré- 
sence des bacilles intacts sensibles &4 VINH, la formation de la 
purpurogalline au taux mesuré n’a lieu qu’en présence de H,O, 
et n’est praliquement pas influencée par le diéthyldithiocarbamate 


(*) Manuscrit recu le 8 juillet 1960. 
(**) Travail exécuté avec l’aide du C.N.R.S. 
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de Na 10° M. Par conséquent, l’oxydation du pyrogallol est prin- 
cipalement due, dans ces conditions, 4 une activité peroxydasique 
et non a une activité polyphénol-oxydasique des bactéries. 

L’expression «activité peroxydasique des  Mycobactéries » 
signifie pour nous que ces bactéries oxydent le pyrogallol (phénol- 
donateur d’hydrogéne) aux dépens de H,O,, dans nos conditions 
d’expériences. 

Le probléme étudié sous cet angle présente une unité plus phy- 
siologique que biochimique. Avec les bactéries intactes, nous 
éludions, en effet, l’oxydation des phénols, aux dépens de H,0,, 
indépendamment de la nature des facteurs impliqués : cetle oxyda- 
tion peut étre produite par d’autres facteurs que la seule per- 
oxydase. 

Lorsque la réaction est extrémement faible, comme dans le cas 
de certaines souches (Mycobactéries aviaires [5] ou alypiques [2], 
par exemple), cela ne signifie pas nécessairement que ces bac- 
téries possédent une peroxydase. D’autres dérivés hématiniques, 
tels que la catalase, les cytochromes ou méme l’hématine libre, 
sont en effet également susceptibles de donner une telle réaction. 
On ne connait, & Vheure actuelle, aucun inhibiteur susceptible 
d’inhiber sélectivement et totalement toutes ces sources secon- 
daires possibles d’activité peroxydasique d’une cellule, sans nuire 
a la peroxydase. D’autre part {6} la peroxydase (« horse radish 
peroxidase » par. exemple) en présence de H,O,, oxyde prati- 
quement tous les phénols, mais on ne connait pas de phénol, mi 
d’autre donateur d’hydrogéne, spécifique de cet enzyme. 

L’activité peroxydasique des Mycobactéries sensibles a VINH 
est généralement faible, et varie suivant les espéces. Par exemple, 
les bacilles tuberculeux humains possédent, en général, une acti- 
vité peroxydasique nettement plus élevée que les Mycobactéries 
atypiques. Cette observation concerne et les bactéries intactes et 
les différentes fractions de leurs broyats. 

Le surnageant de broyat, débarrassé des bactéries par centri- 
fugation 4 froid, posséde une activité peroxydasique ; elle se 
retrouve surtout dans la fraction de ce surnageant, précipitée par 
SO,(NH,), entre 0,4 et 0,8 de saturation {4}. 

D’autre part, Vactivité catalasique de cette fraction est plus 
fortement inhibée par l’azoture de Na (N,Na 10—* M), que son 
activité peroxydasique. 

Chez les Mycobactéries atypiques l’activité catalasique est géné- 
ralement plus forte et l’activité peroxydasique nettement plus 
faible que chez les bacilles tuberculeux humains ou bovins. II 
est done peu probable que la catalase seule puisse étre respon- 
sable de Pactivité peroxydasique dans les deux cas. 


L’existence d’une peroxydase chez les bacilles tuberculeux peut 
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étre admise pour les raisons exposées par ailleurs [4, 2] et une 
partie importante de V’activité mesurée peut étre attribuée a cette 
enzyme. Seuls les bacilles tuberculeux résistants & VINH, qui 
ne manifestent aucune activité peroxydasique, ni a |’état intact, 
ni aprés broyage suivi de dialyse, peuvent étre considérés comme 
dépourvus de peroxydase, 

Ajoutons que ni dans le cas des bacilles tuberculeux, ni dans 
celui de certaines souches de Mycobactéries atypiques « A crois- 
sance rapide », intacles ou broyées, l’oxydation peroxydasique 
du pyrogallol n’est affectée par l’éthanol /2]. Or, selon Keilin et 
Hartree |7], en présence de l’éthanol, la catalase exerce son action 
peroxydasique suivant le schéma: éthanol + H,O, —> acétal- 
déhyde. Si l’activité peroxydasique des Mycobactéries atypiques 
n’était exercée que par leur catalase, on pourrait s’attendre a ce 
quwune partie au moins de cette aclivilé soit déviée vers |’ éthanol 
et que, par conséquent, |’oxydation peroxydasique du pyrogallol 
soit diminuée dans ces conditions. On sait, en effet, que la cata- 
lase ne décompose pas seulement H,O, (activité catalasique), 
mais est susceptible également d’oxyder, aux dépens de H,O,, 
certains alcools, tels que le méthanol, l’éthanol, le n-propanol ou 
Pisobutanol (activité peroxydasique de la catalase), de préférence, 
semble-t-il, aux phénols (ou amines aromatiques), pour lesquels 
les peroxydases présentent plus d’affinité. 

Ce fait apporte une indication supplémentaire en faveur de 
Vexistence d’une peroxydase chez les bacilles tuberculeux. 


I. — Essals DE DETERMINATIONS QUANTITATIVES. 


On sait que l’oxydation peroxydasique d’un phénol est une 
succession de réactions, impliquant la formation du complexe 
enzyme-substrat : 


et celle du produit de la réaction : 


Ves 
ES, + AH —~>E+P 


ou E = enzyme (peroxydase), S = substrat (H,O,), ES = complexe 
enzyme-substrat, AH = donateur d’hydrogéne (gaiacol), P = pro- 
duit de la réaction (polygaiacol), k, = constante de vitesse de 
formation du complexe enzyme-substrat et k’, = constante de 
vitesse de formation du produit de la réaction. 


D’aprés Devlin [8], l'emploi du gaiacol permet une approxima- 
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tion correcte de k, et de k’,. Par contre, l'emploi du pyrogallol 
ne fournit pas, semble-t-il, une approximation tout a fait exacte 
de k’,. 


Cependant, le test spectrophotométrique au gaiacol [8], que 
nous avons employé lors de nos études de Vinhibition de la per- 
oxydase purifiée du raifort par VINH [2], se préte mal aux 
mesures de l’activité peroxydasique des suspensions bactériennes 
en général, et tout particuliérement de celles des Mycobactéries. 
Nous avons vu, en effet, que le produit d’oxydation du gaiaco] (poly- 
gaiacol) est rapidement réduit (décoloré) par les bacilles tubercu- 
leux {2}. Dans ces conditions, l’accumulation quantitative du poly- 
gaiacol n’est pas possible et ce procédé ne peut servir de base a 
des mesures quantitatives, spectrophotométriques ou chimiques, de 
Pactivité peroxydasique de ces bactéries intactes. 


D’une fagon générale, on sait qu’a l'exception de la purpuro- 
galline (produit d’oxydalion de pyrogaliol), presque tous les pro- 
duits d’oxydation peroxydasique des autres phénols sont instables 
et se prétent done mal aux dosages chimiques |9]. C’est justement 
grace a Vinstabilité de ces produits que, par leur intermédiaire, 
la peroxydase est susceplible d’oxyder un trés grand nombre 
@autres substances et de jouer dans la cellule le réle d’enzyme 
subsidiaire importante d’oxydation. 


Avec les bactéries intactes nous avons généralement employé 
le pyrogallol comme donateur d’hydrogéne. Contrairement a cer- 
lains autres phénols (gaiacol ou catechol, par exemple), le pyro- 
gallol, en présence de H,O,, est toujours plus ou moins oxydé 
par presque toutes les souches de Mycobactéries intactes, sen- 
sibles a INH, que nous avons étudiées. Dans les mémes condi- 
lions d’expérience, la purpurogalline n’est pas, ou presque pas, 
formée en Vabsence de H,O,. D’autre part, la purpurogalline 
reste stable en présence des Mycobactéries et, par conséquent, 
s’accumule et s’extrait quantativement. 


Afin de pouvoir, d’autre part, comparer [activité peroxyda- 
sique des Mycobactéries & celle des autres bactéries ou méme 
a celle de différents tissus d’organes, ou de leurs fractions, il 
était inléresant de l’exprimer en P. Z. (« Purpurogallin Zahl » de 
Willstatter), valeur quantitative universellement employée. Or, 
cette valeur correspond au nombre de milligrammes de purpuro- 
galline formée a partir du pyrogailol, par milligramme d’une pré- 
panation enzymatique, dans Jes conditions du procédé que nous 
avons employé [4] (qui reste d’ailleurs Pun des meilleurs procédés 
dans ce domaine & Vheure actuelle). 


Au cours de Visolement classique de la peroxydase, on exprime 
en P. Z. Pactivité des homogénats et de leurs différentes fractions, 
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indépendamment du fait quils soient plus ou moins chargés 
d’impuretés, et notamment d’autres enzymes. Un P. Z, pew élevé, 
par exemple, indique que la fraction donnée est pauvre en activité 
peroxydasique et, par conséquent, riche en impuretés (substances 
autres que Venzyme actif). 


Il nous a done paru possible d’exprimer en P. Z. l’activité des 
broyats bacillaires et de leurs différentes fractions [4], ainsi que 
celle des bactéries intactes. Dans le premier cas, le P. Z. corres- 
pond a 1 mg (poids sec) de surnageant de broyat ou d’une frac- 
tion du surnageant : dans le second cas, 4 1 mg, en poids sec, de 
bactéries. 


L’expérience est conduite dans les conditions suivantes : On 
mélange 2 ml de pyrogallol (100 mg), 10 ml de tampon phosphate 
0,02 M, pH 6 et 1 ml de H,O, a 1 p. 100. (Nous employons le 
tampon phosphate a la concentration finale de 0,01 M, au lieu 
de 0,05 M employé par Sumner et Gjessing [4], pour réduire au 
minimum la sossibiliee d’inhibition de la réaction par les sels [40)). 
On ajoute de leau bidistillée pour que le volume total soit 
de 20 ml. Au temps O on introduit la peroxydase purifiée, ou les 
bactéries, ou leurs extraits. On agite le mélange, a 20°, pendant 
cing minutes exactement et on ajoute 0,5 ml de SO ziis.8 20° p. 100; 
afin d’arréter la réaction. La purpurogalline formée est ensuite 
extraite quantitativement avec un volume connu d’éther. La solu- 
tion éthérée est soigneusement séchée avec SO,Na, anhydre. On 
dose la purpurogalline a Vaide d’un électrophotométre, a 430 mp, 
en se référant a une solution litrée de ce produit. 


Pour réduire au minimum |’auto-oxydation du pyrogallol au 
cours de la réaction, aulo-oxydation qui est appréciable a 
pH 7-7,5 mais praliquement nulle a pH 6, suivant les indicalions 
de Sumner et Gjessing {4}, nous avons effectué nos expériences a 
ce dernier pH, bien que J’activité peroxydasique des Mycobac- 
téries soit, semble-t-il, supérieure a pH 7,5 qu’a pH 6. Pour 
pouvoir exprimer les résullats en P. Z. il était d’ailleurs néces- 
saire de tenir compte de toutes les conditions de ce procédé [4], 
y compris le pH. Dans tous les cas, les témoins dépourvus de 
bactéries permettent de suivre |’éventuelle auto-oxydation du 
pyrogallol et, par conséquent, de corriger les résultats. 


Lorsque l'activilé peroxydasique est & peine perceptible dans 
ces conditions (Mycobactéries alypiques intactes, par exemple) 
nous prolongeons la réaction de quinze minutes, avec additions 
complémentaires de 0,5 ml de H,O, a 1 p. 100 toutes les cing 
minutes (& cause d’une activité catalasique relativement forte de 
ces bactéries). Les résultats ainsi obtenus sont exprimés en milli- 
grammes de purpurogalline formée par un poids donné de bacté- 
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ries en vinet minutes. Néanmoins, lorsque, dans ces conditions, 
activité reste tres faible, nous considérons les résultats obtenus 
comme peu significatifs. 

Dans tous les cas, nous avons employé les bactéries mises en 
suspension a l'aide d’un homogénéiseur du type Potter-Elvehjem. 
Il est ainsi possible d’assurer un contact satisfaisant entre les 
bactéries et le mélange réactionnel et d’exprimer ensuite les 
résultats en fonction de leur poids sec. 

Les broyats bacillaires sont obtenus en présence de la poudre 
de verre ou du sable dans les mortiers ou les agitateurs méca- 
niques, refroidis par la glace, et centrifugés a froid [4, 2}. 

Dans ces condilions, nous avons vu que J’aclivité peroxy- 
dasique, exprimée en P. Z., des broyats bacillaires est nettement 
supérieure a celle des bactéries intactes [4, 2]. Mesurée dans les 
conditions habituelles [4], l’activité peroxydasique trés faible de 
certaines souches de Mycobacteéries intactes peut devenir nelte 
apres broyage. 

Par conséquent, les mesures effectuées sur des bactéries intactes 
ne semblent pas correspondre a leur activité peroxydasique totale 
et ne peuvent done étre considérées comme rigoureusement quan- 
litatives, surtout lorsqu’on tient compte des interférences secon- 
daires possibles de lactivité catalasique des bactéries et éven- 
tuellement d’autres facteurs. 

Ayant pris, cependant, certaines précautions, notamment pour 
assurer une quantité suffisante de H,O, au cours de la réaction 
(malgré l’activité catalasique des bactéries) et ayant étudié et 
écarté la possibilité de certaines autres interférences secon- 
daires {2}, il nous a été possible d’obtenir, méme avec les bacté- 
ries intactes, des valeurs quantitatives comparables (bien que 
relatives par rapport a Jlactivité peroxydasique globale des 
broyats bacillaires). 

Effectuées dans les mémes conditions expérimentales, ces 

mesures se sont montrées valables, puisqu’elles nous ont permis 
de voir que, contrairement aux bacilles sensibles, les bacilles 
tuberculeux résistants & PINH (intacts ou broyés) ne possédent 
pas, ou presque pas, d’activité peroxydasique, et c’est le point 
principal que nous nous proposions d’éclaircir dans cette partie 
de nos recherches. 
Cette diminution, ou absence, de lactivilé peroxydasique ne 
signifie nullement, cependant, qu'il y ait une accumulation obli- 
gatoire de H,O, chez les bactéries INH-résistantes, puisque, 
comme nous l’avons vu, ces bactéries sont suscepltibles, dans 
certaines conditions, d’accumuler une certaine quantité de a-céto- 
glutarate et de pyruvate qui, en s’oxydant, décomposent non 
enzymatiquement H,O,. 
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II. — Tests QUALITATIFS. 


Puisque la réaction colorimétrique [8, 4], qui nous a servi de 
base pour les mesures quantitatives [4, 2] de l’activité peroxyda- 
sique, peut étre obtenue en ballons avec des suspensions de bacté- 
ries dispersées, on pouvait penser qu’elle le serait aussi qualita- 
tivement avee des cu.tures en tubes de Lowenstein. Dans tous les 
cas, en effet, les bacilles tuberculeux sensibles a 1’ INH produisent, 
au niveau de leurs membranes, de la purpurogalline (peu soluble 
dans l’eau) et s’en trouvent automatiquement colorés, Ce change- 
ment de coloration se remarque aussi bien avec les suspensions 
bacillaires quiavec les colonies en milieu solide (1). 

Le principe d’un test qualitatif simple (applicable aux colonies 
bactériennes entiéres), basé sur l’oxydation peroxydasique colori- 
métrique d’un phénol, ou méme d’un autre donateur d’hydro- 
géne valable, est donc automatiquement incius dans le procédé 
quantitatif plus rigoureux [8, 4] que nous avons employé [4, 2]. 

La couleur seule des bactéries se trouve modifiée suivant les 
différents donateurs d’hydrogéne, 4 condition, bien entendu, que 
ces donateurs présentent, a l’égard de ces bactéries, les mémes 
caractéristiques de sensibilité, et leurs produits d’oxydation, les 
mémes caractéristiques de stabili'é. 

Cependant, méme avec un donateur d’hydrogéne valable, un 
tel test ne peut se substituer enti¢rement aux mesures quantita- 
tives. I] est a craindre, en effet, qu’au cas ot Vactivité peroxyda- 
sique serait simplement affaiblie (et non abolie), chez les bacté- 
ries faiblement résistantes 4 INH par exemple, un tel test (stric- 
tement qualitalif) ne soit positif, au méme titre, ou presque, que 
celui des bacilles sensibles. 

En employant un phénol (catechol) a la place d’un autre (pyro- 
gallol), aprés une série d’examens exclusivement quaitatifs, 
appliqués aux seuls bacilles intacts. Tirunarayanan et Vischer 
ont confirmé [44] notre observation concernant la différence d’acti- 
vilé peroxydasique entre les bacilles tuberculeux sensibles et les 
bacilles tuberculeux résistants a VINH {4}, et Pont exprimée 
respectivement par « peroxydase + », ou « peroxydase — ». 
Cependant, ces auteurs n’ont pas étudié les possibilités d’interfé- 
rences secondaires de cette réaction avec Ja cathechol-oxydase, 
avec l’activilé peroxydasique de la catalase, ou avec les autres 
facteurs héminiques (cytochromes) des Mycobactéries. 


Vischer, Tirunarayanan et Bruhin ont décrit ensuite une « nou- 
velle méthode chimique pour distinguer rapidement les bacilles 


(1) Lors des déterminations quantitatives [4, 2], la purpurogalline 
formée est d’ailleurs extraite 4 l’éther aussi bien a partir des corps 
bacillaires ainsi enrobés, qu’d partir de la solution. 
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tuberculeux INH-sensibles des bacilles tuberculeux INH- 
résistants » [42], selon les mémes critéres. Celte méthode est 
basée sur la réaction colorimétrique classique de Vloxydation 
peroxydasique des phénols, suivant le schéma : 


Catechol + H,O, -—-> 2H,O + o-quinone... —> mélanine 
au lieu de la réaction (globale) : 


pyrogallol + H,O, —> 2H,O + purpurogalline, 
employée par nous. 


Les souches de bacilles tuberculeux sensibles a VINH se 
colorent en brun-noir dans le premier cas et en brun dans le 
second cas, qu'il s’agisse de cultures sur milieu de Lowenstein ou 
de suspensions homogeénes. 

Comme nous [avons signalé plus haut, on ne connait pas a 
Vheure actuelle de phénol, ni d’autre donateur d’hydrogéne, spéci- 
fique de la peroxydase. Le catechol, par exemple, subit, surtout 

pH acide, une trés forte oxydation peroxydasique en présence 
du cytochrome e purifié et en absence de toute peroxydase. Bien 
que plus faiblement, le catechol est également oxydé par H,O, 
en présence de la catalase purifiée et en l’absence de la perox\ dase. 

D’autre part, nous avons conslalé que, dans les conditions du 
test de Vischer et coll. (vingt-quatre heures, milieu acide), les 
colonies de bacilles tuberculeux, comme celles des Mycobactéries 
atvpiques, ne changent pas de couleur en présence du catechol et 
en Vabsence de H,O,. Les bacilles intacts ne manifestent donc, 
dans ces conditions, aucune activilé polyphénol (catechol)-oxy- 
dasique. Cette activité, qui existe chez ces bactéries ainsi que nous 
le montrerons plus loin, échappe totalement au test de Vischer et 
coll. {42}. Méme dans le tampon phosphate 0,03 M ph 7, les Myco- 
bactéries atypiques intactes (souche photo-chromogéne, M. War) 
ne donnent lieu a aucune oxydation du catechol, ‘appréciable au 
moyen de Vappareil de Warburg, en cent cinquante minutes 
eae 

Les résullats sont différents si on opére avec des bacilles 
broyés. Apres broyage et centrifugation a froid des bactéries, 
nous oblenons un surnageant que nous traitons par SO,(NH,),. 
Le précipité, obtenu entre 0,35 et 0,8 de saturation, est redissous 
et dialysé. L’étude de cette fraction d’extrait bacillaire démontre 
chez ces bactéries, l’existence d’une assez forte activité catecho- 
oxydasique. Ainsi, une activité qui paraissait totalement absente 
chez les bactéries intactes devient trés nette aprés broyage de ces 
mémes bactéries. Contrairement aux résultats de Tirunarayanan 
et Vischer, suivant lesquels les Mycobactéries atypiques n’oxydent 
pas le catechol [44], nous voyons done qu’en réalité ces bactéries 
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possédent un systéme enzymatique susceptible d’oxyder le cate- 
chol, méme en l’absence de H,O,, c’est-a-dire indépendamment de 
toute activité peroxydasique. Ce systéme est d’ailleurs sensible 
au diéthyldithiocarbamate de Na 10-* M, ainsi qu’a l’azoture de 
Na 10-*M et il est détruit par le chauffage de trente minutes 
a 100°. 

Fn présence de H,O, et de catechol, la réaction colorimétrique 
produite par la méme fraction bacillaire (non chauffée) est nette- 
ment plus rapide et plus intense que sans H,O,. En plus de 
action catechol-oxydasique, cette fraction bacillaire semble donc 
manifester également une activité peroxydasique a l’égard du 
catechol. 

Il est done probable que la pénétration du catechol dans les 
Mycobactéries intactes est plus ou moins déficiente, en ce qui 
concerne leur sysleéme polyphénol-oxydasique. 

Signalons également que les broyats de bacilles. tuberculeux 
sensibles 4 VINH manifestent une certaine activité polyphénol- 
oxydasique, tandis que ceux des souches INH-résistantes, que 
nous avons étudiées, en sont pratiquement dépourvus, 

Rappelons que dans les deux cas (activité catechol-oxydasique 
et activité peroxydasique), l’oxydation d’un méme_ donateur 
d’hydrogéne, tel que le catechol, fournit un méme produit termi- 
nal, suivant les schémas [9]. 


Activité peroxydasique : 


O 
on } 
\ Nasi 
|| ca oe SSOy == PROS o . ——> mélanine 
Ne Se 
catechol o-quinone 
Activité catechol-oxydasique : 
0 
X uC 
o CORRES 0 SO 0 ||, ——» mélanine 
wes \Z 
catechol o-quinone 


L’o-quinone est un produit instable et subit une série de réac- 
lions dont les vitesses sont difficilement contrdlables au cours 
d’un test appliqué aux milieux de cultures enters, 

L’o-quinone est, en effet, hydrolysée d’abord en hydroxyhydro- 
quinone qui, par réaction avec l’o-quinone, restitue le cathechol 
et donne en outre l’hydroxyquinone. Ce dernier produit aboutit 
enfin, par une voie non enzymatique, 4 la formation d’un pigment 
brun noir, la mélanine, qui communique aux bactéries leur colo- 
ration foneée (que certaines souches atténuent, d’ailleurs, a la 


Annales de UInstitut Pasteur, 99, n° 6, 1960. 54 


830 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


longue). Dans certains cas, cependant, lorsque la cellule posséde 
un agent réducteur adéquat, le polyphénol (catechol) peut étre 
allernativement oxydé en quinone et réduit en polyphénol, sans 
que la réaction alteigne le stade de formation de la mélanine. Le 
polyphénol peut agir alors en tant que transporteur d’électrons 
vers O, (en présence de la catechol-oxydase et de l’acide ascor- 
bique réduit, par exemple {43)). 

En remplacant le catechol par le pyrogallol ou la benzidine, 
nous évitons cette longue série de réactions secondaires qui 
précéde la formation de la mélanine. Ces substances ne sont, 
cependant, pas plus spécifiques de la peroxydase que le catechol, 
méme si le pyrogallol, par exemple, semble étre oxydé un peu 
moins fortement que le catechol] par H,O, en présence du cyto- 
chrome c en milieu acide, et, comme la benzidine, un peu plus 
fortement en présence de la catalase. Le catechol est oxydé lége- 
rement méme par l’oxydase de l’acide ascorbique, qui n’oxyde 
cependant pas le pyrogallol. 


D’une facon générale, il n’existe pas, 4 Vheure actuelle de 
bonne méthode chimique de recherches des peroxydases. II 
existe, cependant, quelques méthodes d’appréciation de l’activité 
peroxydasique. Parmi les meilleurs procédés, applicables notam- 
ment aux bactéries entiéres, le procédé au pyrogallol (anesures 
quantitatives) et le procédé a la benzidine (recherche qualitative) 
sont les plus couramment employés et semblent donner les 
meilleurs résultats ; le procédé au gaiacol, excellent dans certains 
cas, est, ainsi que nous l’avons vu plus haut, inapplicable a 
étude des Mycobactéries intactes. 


L’activilé peroxydasique des Mycobactéries intactes est-elle 
reflétée avec la méme sensibilité par les tests au pyrogallol, a 
la benzidine ou au catechol ? 

On sait que la pénétration des différents phénols vers les centres 
actifs des enzymes des bactéries intactes peut varier. Méme si 
activité peroxydasique de ces bacléries intactes n’est due qu’a 
la peroxydase seule, Vaffinité de cet enzyme a l’égard des diffé- 
rents phénols peut également varier. Par exemple, la cytochrome 
c-peroxydase [10] a une trés faible affinilé pour le pyrogallol 
(P. Z. = 0,9), tandis que la peroxydase cristallisée du raifort [44] 
oxyde trés fortement ce méme phénol (P. Z. = 900). ; 

Or, nous ignorons totalement les caractéristiques de la peroxydase 
des bacilles tuberculeux, qui n’a jamais été ni cristallisée, ni 
méme purifiée, 

Afin d’envisager un test qualitatif, il a done paru nécessaire 
de comparer tout d’abord Jl’efficacité de différents donateurs 
d’hydrogéne dans différentes conditions d’expérience. 
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Parmi les donateurs d’hydrogéne essayés (pyrogallol, benzidine, 
p-phenylénediamine, catechol, etc.), le catechol (employé dans 
les strictes conditions du test de Vischer et coll. [42}) s’est révélé 
le moins satisfaisant. Toutes les souches de Mycobactéries 
atypiques étudiées, et méme de trés nombreuses colonies de 
bacilies tuberculeux sensibles & l’INH, donnent, a la fois, un 
test au catechol totalement négatif et des tests a la benzidine ou 
au pyrogallol fortement posilifs. Dans les mémes conditions, tous 
ces tests restent négatifs en absence de H,O,, ainsi qu’avec des 
bactéries chauffées. 

Pour la mise en évidence de l’activité peroxydasique chez les 
Mycobactéries, les tests 4 Ja benzidine ou au pyrogallol que nous 
avons employés se révélent infiniment plus sensibles que le test 
de Vischer et coll. {42}. 

Celui-ci ne permet pas, en cas de mélanges, de distinguer les 
Mycobactéries atypiques des bacilles tuberculeux résistants a 
VPINH, puisque ce test est négatif dans les deux cas. De méme, 
un grand nombre (allant jusqu’a 40 p. 100) de colonies, isolées 
et surtout agglomérées, de certaines souches de bacilles tubercu- 
leux sensibles 4 VINH (0,05 ug/ml), peuvent étre confondues avec 
des colonies résistantes 4 INH, puisque, comme nous l’avons vu, 
ce test peut étre négatif dans les deux cas. 

Par contre, le test 4 la benzidine permet d’écarter ces incon- 
vénients et de mieux distinguer les colonies de bacilles tubercu- 
leux assez fortement résistantes 4 VINH (test négatif), méme en 
présence des Mycobactéries atypiques : ces derniéres donnent un 
test a la benzidine positif, comme d’ailleurs toutes les colonies 
étudiées, isolées ou agglomérées, de bacilles tuberculeux sensibles 
a PINH, pourvus d’activité peroxydasique. 

Par ailleurs, le test au catechol n’est interprétable qu’aprés un 
délai d’environ vingt-quatre heures. 

Le test a la benzidine colore, au contraire, en quelques minutes, 
les colonies de bacilles tuberculeux sensibles 4 VINH, en bleu 
foncé. De méme, le test au pyrogallol, qui est de sensibilité équi- 
valente, colore ces bactéries en brun. Pour un test qualitatif de 
ce genre, la benzidine parait donc préférable au pyrogallol, 
puisque le bleu-noir contraste mieux que le brun avec la couleur 
plus ou moins inchangée des colonies INH-résistantes de hacilles 
tuberculeux. 

Enfin, nous avons constaté qu’il est possible de récupérer, par 
repiquage, les colonies, en vue de leur étude ultérieure, aprés un 
test de deux A cing minutes (benzidine). 

Quelles sont les conditions respectives d’application des tests 
au catechol [42] et a la benzidine ? 

Le test de Vischer et coll. [42] consiste 4 mélanger 10 parties 
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de tampon acétate 0,2 M, pH 4, avec 2 parties d’une solution 
aqueuse de catechol (pyrocatechine) 4 2 p. 100 et 1 partie de H,O, 
au 1/100. On recouvre la surface du milieu de culture avec ce 
mélange et on constate que les nombreuses colonies de bacilles 
tuberculeux sensibles a INH changent progressivement de couleur 
pour devenir presque noires aprés vingt-quatre heures environ. 

Les conditions de ce test sont-elles favorables a l’activité de 
la peroxydase ? 

Les essais effectués avec la peroxydase purifiée du raifort 
(« horse radish peroxidase ») montrent que l’activité de cette 
enzyme est inhibée de 80 4 90 p. 100 dans le tampon acétate 0,2 M, 
pH 4, en cing minutes, par rapport au tampon phosphate 0,01 M, 
pH 6 (que nous employons habituellement lors des mesures quan- 
titalives de J’activité peroxydasique des bactéries). En oatre, la 
concentration de H,O, dans le test de Vischer et coll. [42] se révéle 
trop forte et inhibe, a elle seule, ]’activité de la peroxydase puri- 
fiée de 20 p. 100 environ. Dans les conditions de ce test, la peroxy- 
dase purifiée, et la catalase purifiée, sont d’ailleurs trés rapide- 
ment coagulées et complétement inactivées. 


La quantité de H,O, employée par ces auteurs serait largement 
suffisante (et ne pourrait méme étre dépassée) s'il s’agissait de 
mesurer, dans des conditions optima et au cours d’un test de cing 
minutes, activité d’une peroxydase isolée et purifiée. Cependant, 
méme avec la peroxydase purifiée, plusieurs additions supplé- 
mentaires de petites quantités de H,O, seraient nécessaires si 
Pactivité peroxydasique devait s’étendre sur quelques heures, 
comme dans le cas de la préparation peroxydasique de la purpuro- 
galline, par exemple. En effet, on ne peut employer d’emblée une 
grosse quantité de H,O,, puisqu’une concentration finale de H,O, 
supérieure 4 1 p. 2 000, inhibe la peroxydase purifiée (d’une facon 
réversible). 

A la surface des colonies de bacilles sensibles & INH la situa- 
tion est, bien entendu, différente. Dans le cas des Mycobactéries 
intacles, la pénétration de H,O, vers l’enzyme est plus ou moins 
déficiente. Une partie plus ou moins importante de H,O, se trouve, 
d’autre part, rapidement décomposée, a la suite de Vactivité cata- 
lasique de ces bactéries, surtout lorsque leurs colonies sont 
nombreuses. La catalase bacillaire qui n’est pas détruite instan- 
tanément dans ces conditions (pH acide, bacilles intacts), abaisse 
la concentration de H,O, & Ja surface des bactéries, tout au moins 
au cours du bref laps de temps que dure notre test (deux a cing 
minutes, pour le test a la benzidine). Comme le montre l’expé- 
rience, on peut employer H,O, en grand excés sans inhiber l’acti- 
vité peroxydasique des colonies entiéres de Mycobactéries. Au 
contraire, lors des essais des tests qualitatifs au pyrogallol et a 
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la benzidine, nous avons remarqué qu’avec des concentrations 
plus élevées de H,O, (voir le test a la benzidine), les résultats 
obtenus avec les colonies enti¢res des Mycobactéries sont plus 
rapides et plus surs. 

On sait d’ailleurs qu’un mélange des deux enzymes (catalase 
et peroxydase) donne lieu a l’action conjuguée suivante : la cata- 
lase peut détruire rapidement l’excés nuisible de H,0, et la 
peroxydase , inhibée réversiblement, redevient aussitot active. 

Il est possible que le contact entre les enzymes en jeu, H,O, et 
les donateurs d’hydrogéne, se trouve également favorisé dans ces 
conditions. 

Lorsqu’on augmente la proportion de H,O,, dans nos conditions 
d’expériences (voir plus Join le test a la benzidine), le catechol 
donne également des résultats nettement meilleurs que dans les 
conditions du test de Vischer et coll. [42] : de nombreuses colonies 
de bacilles tuberculeux sensibles 4 VINH, ainsi que les Myco- 
bactéries alypiques, qui donnent réguliérement un test de Vischer 
et coll. tout a fait négatif (activité peroxydasique nulle), oxydent 
nettement le catechol et se colorent (activité peroxydasique nette). 
La production de la mélanine a partir de o-quinone (catechol 
oxydé) n’est cependant pas compléte d’emblée : les bactéries 
prennent d’abord une teinte violacée qui s’entensifie progressive- 
ment; le contraste avec les colonies résistantes est cependant 
beaucoup moins net que dans le cas d’un test 4 la benzidine. 

La négativité de la réaction au catechol, 4 pH 4 et en vingt- 
quatre heures, dans le cas des Mycobactéries atypiques (2) ne 
signifie pas que ce test soit spécifique : il suffit en effet d’aug- 
menter la concentration de H,O, pour que, avec les mémes 
souches de Mycobactéries atypiques, le test au catechol négatif 
devienne posilif. Or, on ne peut mettre en doute la nature peroxy- 
dasique et enzymatique de cette réaction, puisqu’elle n’a lieu ni en 
Vabsence de H,O,, ni avec les bactéries préalablement chauffées. 


TEST A LA BENZIDINE. 


Les résultats les plus rapides et les plus nets sont obtenus dans 
les conditions suivantes : on prépare une solution de benzidine 
a 1 p. 100 dans acide acétique normal (10 ml d’acide acétique 
pur + 163 ml d’eau). On agite cette solution et on filtre. On 
prépare extemporanément une solution de H,0, 4 1 p. 100 (0,5 ml 
de H,O, a 110 vol., soit 30 p. 100 + 14,5 ml d’eau). Au dernier 
moment, on mélange ces deux solutions (benzidine et H,0,), a 


(2) L’activité catalasique de ces germes est souvent trés forte et reste 
appréciable dans les conditions du test au catechol (pH 4, en vingt- 
quatre heures). 
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parties égales, et on verse ensuite ce mélange sur le milieu de 
culture et en quantité suffisante pour recouvrir complétement 
toutes les colonies. I] est préférable de ne pas mélanger ces solu- 
tions sur le milieu méme, afin de ne pas favoriser le décoilement 
des colonies. La durée du test est de deux a quinze minutes. Au- 
dela de cette limite, les bacilles tuberculeux INH-résistants 
prennent parfois une teinte grise ou faiblement bleutée (ou, a la 
longue, la couleur verte du milieu de Lowenstein), qui diminue 
le contraste avec le bleu foncé des bacilles tuberculeux sensibles 
a VY INH. (Comme nous l’avons vu précédemment [45] les bacilles 
résistants a l’ INH possédent Jes cytochromes des types a, b et c, 
qui pourraient, éventuellement, exercer une certaine activité 
peroxydasique, tout au moins a la longue). 

Lorsque l’activité catalasique des souches est relativement forte. 
on peut méme employer une solution d’eau oxygénée a 30 vol. 
(5,5 ml de H,O, a 110 vol. + 14,5 ml d’eau), a la place de H,O, 
4 1p. 100. Le milieu de Lowenstein jaunit alors plus rapidement 
et perd la couleur vert-bleu que l’on obtient en milieu acide. 

Les colonies de bacilles tuberculeux sensibles a4 INH restent 
fortement colorées, méme aprés vingt-quatre heures. 

La mousse, qui apparait du fait de leur activité catalasique, est 
plus abondante avec H,O, 4 30 vol. Cette mousse se dissipe assez 
rapidement, lorsqu’on redresse le tube de culture et la couleur 
des colonies apparait alors avec plus de netteté. Aprés les pre- 
mi¢res minutes de contact, il est préférable de débarrasser le 
milieu du réactif, en Vaspirant a la pipette. On peut, en outre, 
agir isolément sur une colonie en l’encerclant au préalable au 
moyen d’un petit tube de verre piqué dans le milieu. 

Certaines souches (aviaires ou bovines, par exemple), possédent 
une activité catatasique extrémement faible. Dans ces conditions, 
il est nécessaire d’employer, pour ce test, leau oxygénée 
a 1p. 100 ou a 0,5 p. 100 (et non H,O, a 30 vol.). 

Les bacilles tuberculeux humains sensibles & VINH donnent 
généralement un test a la benzidine positif (colonies colorées en 
bleu foncé). Ce fut le cas pour 196 souches sur 200 étudiées. 
Quatre souches, cultivées sur milieu sans INH, ont donné un test 
i la benzidine douteux. Le vieillissement des cultures est peut-étre 
la cause de cette négativité. Aprés repiquage ces cultures donnent 
un test positif. 

Les bacilles tuberculeux bovins, cullivés sur milieu de Lowen- 
stein dépourvu de glycérol (Ravenel ou BOG par exemple) se 
comportent comme les bacilles tuberculeux humains. Toutefois, la 
réaction est plus lente et moins nettle pour les cultures en nappe 
(petites colonies intégrées au milieu) que pour les colonies isolées, 

Les bacilles tuberculeux, humains ou bovins, assez fortement 
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résistants @ VINH (5 ou 10 pg/ml) donnent, en général, un test 
a la benzidine négatif. Les colonies restent de couleur laure: excep- 
tionnellement plus ou moins bleutée, sans toutefois atteindre le 
bleu foncé caractéristique du_ test positif. 


Les bacilles tuberculeux, humains et bovins, faiblement résistants 


Tasreau I. — Recherche qualitative de lactivité peroxydasique 
de 114 souches de Mycobactéries 4 l’aide des tests A la benzidine, 
au pyrogallol et au catechol [412].- 


Catechol 


Mycobactéries étudiées Pyrogallol (qiecherser colle (t2) 


Bacilles tuberculeux humains 35 souches 30 souches + 
gensibles A l'INH souche 6 souches avec 30 
(36 souches) a 40 % de colonies 


, Ou — 


Bacilles tuberculeux humains souches souches + 14 souches + 

faiblement résistants 4 l' INH gfouches souches + 4 souches + 

(0,05 a 0,5 yg par ml) souches —| 7 souches — 
(25 souches) 


Bacilles tuberculeux humains 
fortement résistants A 1'INH 


(5 a 10 pg par m1) 
(24 souches) 


Mycobactéries aviaires natu- 
rellement résistantes a 
1l' INH 


9 souches + 


10 souches — 
1 souche + 


(16 souches) 


Mycebactéries atypiques de 
différents types (groupes I, I, EE 
IW, IV) eensibles ou maturelle- | 22 souches + 
ment résistamtes A de faibles 2 souches + 
concentrations d'INH 

(24 souches) 


+ 
souches + 24 souches — 
souches — 


Mycobactéties atypiques "A 
croissance rapide" rendues 
fortement résistantes & 1'INH* 
(3.060 > g par ml) 

(3 souches) 


2 souches + souches + 


1 souche + souche + 3 souches — 


* Résistance obtenue par passages successifs sur INH. 


a VINH (<5 pg/mi) peuvent, en présence de la benzidine et de 
H,O.,, rester incolores, se colorer en bleu-gris et méme donner 
un test franchement positif. 


Les bacilles aviaires, naturellement résistants 4 INH, donnent, 
en général, un test 4 la benzidine positif. 
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Les Mycobactéries atypiques des différents groupes (I, H, Il, 
IV), sensibles ou naturellement résistantes 4 de faibles concen- 
trations d’INH, donnent, en dix a quinze minutes, un test a la 
benzidine positif. Par contre, ce test est négatif auvec les six 
souches étudiées de Mycobactéries atypiques non photochromo- 
genes fortement résistantes a |’INH (100 pg/ml). 

Les Mycobactéries atypiques « a croissance rapide », fortement 
résistantes 4 1 INH (par exemple, M. smegmatis résistant a 3 000 ug 
d’INH/ml) qui conservent leurs cytochromes et une activité cata- 
lasique assez forte, bien qu’affaiblie par rapport a la souche- 
lémoin, donnent un test positif, quoique légérement ralenti dans 
certains cas, 

Le tableau I résume les résultats comparatifs obtenus avec les 
tests A la benzidine, au pyrogallol et au catechol [42]. 

A Vexception des bacilles tuberculeux bovins, toutes les Myco- 
bactéries ont été cullivées et entrainées sur milieu de Lowenstein 
ordinaire (contenant 0,75 p. 100 de glycérol), additionné ou non 
dINH. 

Le n-phénylénediamine (PPD) donne également, en présence de 
H,O,, un test rapide et les bacilles sensibles se colorent en bleu- 
noir. Cependant, la solution méme de PPD s’oxyde assez vite el 
géne ainsi l’observation. 

Le test a la benzidine apparait donc étre l’un des plus sensibles, 
des plus rapides et des plus pratiques, pour l’appréciation quali- 
tative de Vactivité peroxydasique des colonies entiéres de Myco- 
bactéries. L’étude du rapport exact entre Vactivité peroxydasique 
des Mycobactéries intactes, décelée par ce test, et leur résistance 
a INH, est en cours et fera Pobjet d'une autre publication. 


RésumMs. 


La recherche de Vactivité peroxydasique permet la différencia- 
tion des bacilles tuberculeux sensibles et résistants 4 INH, ains: 
que ont montré les auteurs dés 1956. Ceux-ci ont étendue, dans 
ce travail, a d’autres Mycobactéries atypiques. 

‘Les conditions techniques de recherche de cette activité enzy- 
matique, les méthodes de sa détermination quantitative, la critique 
des tests qualitatifs sont successivement envisagées. 

Un test a la benzidine est décrit de facon détaillée. Il permet 
de différencier les Mycobactéries tuberculeuses sensibles a l’ INH, 
les bacilles aviaires et les Mycobactéries atypiques (test positif), 
des. bacilles tuberculeux ayant acquis une nelte résistance au 
contact de PINH (test négatif). Cette méthode se préte facilement 
au repiquage ultérieur des colonies. 

Le test a la benzidine, tres simple, est beaucoup plus rapide 
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que le test au catechol. Ce dernier est négatif avee les Myco- 
bactéries atypiques, les bacilles aviaires, ainsi qu’avec les bacilles 
tuberculeux humains et bovins résistants a INH. 

Nos recherches montrent, par ailleurs, que les bacilles tuber- 
culeux humains et bovins, résistants a l’'INH, ne possédent qu’une 
activité polyphénol-oxydasique nulle ou fortement affaiblie, par 
rapport aux souches-témoins sensibles a ]’INH. 


SUMMARY, 


ATTEMPTS TO DIFFERENTIATE INH-sensirive ano INH-ReEsIstant 
MycosBacTERIA BY MEANS OF QUANTITATIVE AND QUALITATIVE TESTS 
OF PEROXIDASE ACTIVITY. 


TECHNICAL DISCUSSION. 


The determination of peroxidase activity allows to differentiate 
INH-sensitive and INH-resistant t.b., as the authors already 
showed in 1956. In the present paper, they also study atypical 
Mycobacteria. 

They successively review the techniques of the demonsiration 
of this activity, the methods of its quantitative determination, the 
critical studes of the qualitative tests. 

They describe in details a benzidin test permitting to differen- 
tiate INH-sensitive t.b., avian t.b. and atypical Mycobacteria 
(positive reaction) from INH-resistant t.b. (negative reaction). 
This method easily applies to subcultures. 

The benzidin test is very simple and much more rapid than the 
catechol test. The latter is negative with atypical Mycobacteria, 
avian t. b., and with human and bovine INH-resistant t. b. 

Moreover the findings show that humane and bovine INH-resis- 
tant t. b. have no polyphenol-oxidase activity, or a much lower 
one than INH-resistant t. b. 
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INTERFERENCE D’UN INHIBITEUR 
AU COURS DU DEVELOPPEMENT 

DE MYXOVIRUS PARAINFLUENZAE | (VIRUS SENDAI) 
EN CEUF DE POULE EMBRYONNE. 


par L. COLOBERT et R. FONTANGES (*) 
(avec la collaboration technique de N. KRATCHKO) 


(Laboratoire de Bactériologie 
de la Section Technique de Recherches et d’ Etudes 
des Services de Santé des Armées, 108, bd Pinel, Lyon) 


Lorsque Vinoculation du virus Sendai est pratiquée aprés le 
dixiéme jour, le titre hémageglutinant et le titre hémolytique des 
hquides embryonnaires récoltés deux jours plus tard se trouvent 
considérablement diminués et parfois méme deviennent nuls. 
Ayant entrepris de rechercher les raisons de ce phénoméne, nous 
avons trouvé quil est dad a lVinterférence d’un inhibiteur non 
spécifique qui apparait brusquement dans les liquides embryon- 
naires au onziéme ou douziéme jour d’incubation. 


TECHNIQUES. 


Le vrrus. — La souche de virus Sendai (1) utilisée est entre- 
tenue sur embryons de poulet. L’inoculation dans la cavité allan- 
toique de 0,1 cm* d’une dilution 10~* d’un liquide allantoique 
infecté titrant de 320 a 2 560 unités hémagglutinantes Hirst permet 
de recueillir aprés deux jours d’incubation a 85° des liquides 
allantoiques présentant un titre hémagglutinant de cet ordre de 
grandeur. Ces liquides allantoiques infectés possédent une activité 
hémolytique pour les hématies de diverses espéces animales et 


(*) Manuscrit recu le 1” juillet 1960. 


(1) Ce Myxovirus a encore été appelé virus D de la grippe [9] et éga- 
lement Myzovirus parainfuenzae I [4]. 
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notamment pour les hématies humaines. Dans une note prélimi- 
naire [4], nous avons montré qu'il existe habituellement un paral- 
lélisme rigoureux entre le titre hémagglutinant et le titre hémo- 
lytique et nous avons supposé que l’hémolyse ne traduisait pas 


130 }- 


Ry 


120 : 


N10 


us 20 20 60 80 100 120 


Temps en minutes 


Fic. 1. — Cinétique de ’hémolyse exprimée en unités proportionnelles a la densité 

optique 4 580 my du surnageant aprés centrifugation du milieu réactionnel, en 

fonction de la concentration en virus R,, R,,... Ry respectivement de 5,12, 2,56, 
1,92, 1,26 et 0,64 unités Hirst. 


autre chose que l’altération de la surface des hématies par enzyme 
du virus. 


TITRAGE DU POUVOIR HEMOLYTIQUE. — La figure 1 objective la 
cinétique de ’hémolyse 4 37° lorsqu’on emploie du liquide allan- 
toique comme source de virus, Cette cinétique est tout a fait ana- 
logue a celle provoquée par les lysolécithines [8]. Les courbes 
représentatives sont des exponentielles qu'il est facile de trans- 
former en droites en exprimant la quantité Q d’hémoglobine 
libérée en fonction du logarithme du temps ¢ (fig. 2). 
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Pour toute concentration C, en liquides allantoiques infectés, on 
peut done écrire : 


Ses Q 


po ee es ee 
10 20 40 60 80100 | 


[_ minutes 


Pic. 2. — Activité hémolytique H exprimée en unités conventionnelles, en fonction 

d’un logarithme du temps d’incubation 4 37° pour ces concentrations R,, R,, ... 

R,, respectivement de 5,12, 3,84, 2,56, 1,92, 1,28, 0,64 unités hémageglutinantes 
Hirst de virus. 


il suffit évidemment donc d’une seule mesure pour déterminer k, 
puisque la droite représentative passe par l’origine. Or, l’expé- 
rience montre que les constantes k,, /t,, k,, ..., k, correspondant 
4 des concentrations C,, C,, C,, ..-, Cn de liquide allantoique, 
sont directement proportionnelles a celles-ci (fig. 3), On peut donc 
écrire si a est une constante : 

a 


C=ak = O 


logio # 


(2) Une erreur s'est glissée dans l’écriture de cette équation dans la 
note précédemment publiée [4]. 
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en posant ioe ae 1 pour un temps ¢, arbitrairement choisi, on a 
omOy = 


QO = C, cest-a-dire la quantité d’hémoglobine libérée au bout 


ee ad ee = ke 
O 0,64 1,28 1,92 2,56 3,84 S12 U 


Fic. 3. — Proportionnalité entre la concentration U de yirus exprimée en unilés 

hémagglutinantes Hirst et l’activité hémolytique H exprimée en unités conven- 

tionnelles, pour des lectures réalisées aprés des temps d’incubation t,, t,, t,, ty 

respectivement de 20, 40, 60 et 100 minutes d’incubation 4 37°. Remarquer que 

Vorigine du faisceau de droite part d'une valeur négative des abscisses, ce qui est di 
a un certain degré d’hémolyse spontanée non imputable au virus. 


du temps ¢,, mesure la concentration en facteur hémolytique. Par 
convention, on a choisi ¢, = 120 minutes a 37° et on exprime 
Q par la densité optique a 560 mp du surnageant de centrifu- 
gation, multiplhée par le facteur 10°. 


Ainsi que le montre la figure 4 dans le cas des hématies 
humaines, la vitesse de l’hémolyse dépend fortement de la tempé- 
rature ; en revanche ses variations sont négligeables quand on 
passe des hématies d’un sujet 4 un autre appartenant au groupe O, 
et indépendantes du facteur rhésus. Elle atteint une valeur 
maximum pratiquement constante dans la zone des pH comprise 
entre 7,20 et 8,75 et dépend peu de la concentration initiale en 
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hematies & condition que l’on tienne compte, en Ja soustrayant, 
2 ie L , S be 

de l’hémolyse spontanée observée dans une réaction témoin en 

> - ’ - 

absence de virus. Cette hémolyse, en effet, n’est pas négligeable 


- 


qi 
400 


200 
ast ! 
4° 17° ar S72 47° 
température 
Fic. 4. — Influence de Ja température sur l’activité hémolytiqie H exprimée en 


unités conyentionnelles, sur des hématies humaines O Rh-+ (cercles yides) et sur 
des hématies de mouton (cercles pleins). 


Fic. 5. — Influence de la concentration 
initiale en hématies. En abscisses, le 
logarithme décimal du temps exprimé 
en minutes. En ordonnées, l’activité 
hémolytique exprimée en unités conyen- 
tionnelles, déduction faite de l’hémolyse 
observée dans une suspension témoin 
d’hématies en lV’absence de virus. Il en 
résulte une imprécision dans les valeurs 
calculées d’autant plus grande que 
l’hémolyse spontanée est elle-méme plus 
éleyée. Celle-ci est proportionnelle a la 
concentration initiale en hématies. 


20 


40 6080 100 160 
minutes 


pour les concentrations élevées en hématies (fig. 5). En définitive, 
les conditions normalisées dans lesquelles nous nous placons pour 
mesurer l’activité hémolytique sont les suivantes. 

On réalise tout d’abord une suspension a 1 p. 100 d’hématies 
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humaines du groupe O dans une solution de chlorure de sodium 
0,3.M diluée & partie égale avee une solution tampon phos- 
phate 0,15 M de pH 7,4. Dans un tube a essais, on mesure 4,9 cm* 
de cette suspension d’hématies que l’on place au bain-marie a 37°. 
Lorsque l’équilibre de température est atteint, on ajoute 0 ).ciny 
de la solution hémolytique. Au bout de cent vingt minutes exac- 
tement, l’hémolyse est arrétée en plongeant les tubes dans un bain 
froid a 0°. On centrifuge a froid. La densité optique est déter- 
minée au spectrophotométre 4 560 my. La valeur obtenue miulti- 
pliée par le coefficient 10°, exprime l’activité hémolytique en unités 
conventionnelles. Il convient naturellement, pour que la mesure 
ait quelque précision, que ’hémolyse obltenue ne soit pas totale. 


TITRAGE DU POUVOIR INHIBITEUR DE L’HEMOLYSE. — Pour mettre 
en évidence un inhibiteur éventuel, on s’est servi comme syst¢me 
de référence d’un mélange de liquides allantoiques infectés de 
titre hémolytique connu. Aprés avoir réalisé les mélanges indiqués 
dans le tableau I, les tubes a essais sont plongés dans un ther- 


TABLEAU I. 


. Hématies humaines 
Systéme O,rh+ a 1 p. 100 


hémolytique 


de référence Liquide allantofque 
hémolytique 


Systéme Liquide embryonnaire 
contenant l'inhibiteur 
de 


l'inhibiteur Tampon de dilution 
(pH 7,4) 


Dilution finale de l'inhibiteur 


mostat réglé a 37°. Au bout de deux heures on détermine la 
quantité d’hémoglohine libérée comme nous l’avons indiqué pré- 
cédemment. La différence entre ’hémolyse obtenue sans inhibi- 
teur et ’hémolyse obtenue en présence d’inhibiteur, constitue une 
mesure de l’activilé de ce dernier. En effet, il y a proportionna- 
lité entre cette valeur et Ja concentration d’inhibiteur utilisée, 
quelle que soit la concentration du systéme hémolytique de réfé- 
rence (fig. 6) et, d’autre part, la cinétique de Vhémolyse est la 
méme en présence ou en l’absence d’inhibiteur. 


TirRaGeE DU POUVOIR HEMAGGLUTINANT. — Le pouvoir hémageglu- 
linant et le pouvoir d’inhibition de V’hémagglutination ont été 
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déterminés sur des hématies humaines O, Rh + a la température 
de 18°, suivant les techniques de Hirst avec les modalités opéra- 
loires préconisées par Lépine et Sohier [42]. Ainsi, pour titrer 
le pouvoir d’inhibition de ’hémagglutination, on opére de la facon 
suivante. 


Dans des tubes a hémolyse on introduit 4 unités hémageluti- 
nantes de virus Sendai sous le volume de 0,25 cm’. On ajoute 
alors 0,25 cm? d’une série de dilutions de la solution d’inhibiteur 


a 7 
H 
fe} 
400+ 
° 

a 

ie i 3 <2) ee 

10) 0,2 0,5 ONL 

Fic. 6. —- Influence de la concentration I en inhibiteur exprimée en centimétres 


cubes de liquide allantoique introduit dans la réaction, sur l’activité hémolytique H 
exprimée en unités conventionnelles. 


(liquide allantoique d’un embryon de 13 jours par exemple). 
Aprés vingt minutes de repos a la température du laboratoire, on 
ajoute 0,5 cm* d’une suspension d’hématies 4 0,5 p. 100. On lit 
les résultats dés que la sédimentation des hématies est achevée. 
La valeur de la dilution la plus élevée de la solution d’inhibiteur, 
qui inhibe totalement l’hémagglutination, est prise comme mesure 
de la capacité inhibitrice. 


Emptor pu R.D.E. pour DETRUIRE LES INHIBITEURS. — ‘Le 
R. D. E. (8) est préparé de la maniére suivante. On inocule dans 
la cavité allantoique d’embryons de poulet de 11 jours 0,1 cm? de 
la dilution 10— d’une culture de dix heures 4 37° en bouillon ordi- 


(8) R. D. E. : receptor-destroying-enzyme. 
4nnales de l'Institut Pasteur, 99, n° 6, 1960. 55 
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naire, de Vibrio cholerae (souche 4 Z). Aprés une incubation de 
seize heures & 37°, les liquides allantoiques sont prélevés, centri- 
fugés, filtrés. Apres vérification de la stérilité et de lactivité, le 
filtrat est ulilisé directement suivant les modalités préconisées 
par Davoli [7] (tableau II). Aprés quatorze a seize heures d’incuba- 


TasLeAu II. 


Contréle 


Epreuve 


Soluté isotonique de 
Chlorure de sodium (cm3) 


Solution tamponnée de 
Chlorure de calcium (1) 


Solution contenant 
l'inhibiteur a détruire 


R.D.E. 
Pénicilline 
arlene tseaiantasbaniied entices geheaiicre mien aie ase anh ahs 
37° pendant 14 - 16h. 
r Solution saturée de 
Citrate de sodium 0,05 0,0 


56° pendant 30 minutes. 


Dilution résultante de l'inhibiteur 1/8 


(1) Acétate de sodium 0,2 M: 9,5 cm3. Acide acétique 0,2 M : 
0,5 cm. On ajoute 1 em? d'une solution de chlorure de 
calcium @ l. p. 100. 


tion du mélange de Vinhibiteur et du R. D. E. en présence de 
calcium, on inhibe lenzyme par addition de citrate et chauffage 
4 56°. On titre alors l’activité inhibitrice de Vhémagglutination ou 
de l’hémolyse suivant la méthode décrite. 


EMPLOI DE LA TRYPSINE POUR DETRUIRE LES INHIBITEURS. — La 
irypsine employée est celle de ]’Institut Pasteur [4]. Elle a été 
utilisée aux concentrations finales de 1,25 et de 0,625 mg/cm’. 
Aprés trois heures d’incubation a 87°, l’épreuve de l’inhibition de 
V’hémagglutination ou de l’hémolyse est pratiquée directement. 


EMPLOI DU PERIODATE POUR DETRUIRE LES INHIBITEURS. — Le 
periodate a été utilisé de la maniére suivante. A une dilution au 
demi, dans du tampon phosphate 0,066 M de pH 7 des liquides 


(4) Serpasteur, 25, rue du Docteur-Roux, Paris. 
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embryonnaires contenant des inhibiteurs, on ajoute un volume égal 
d'une solution aqueuse de periodate de potassium a 0,5 g pour 
100 cm’. Aprés avoir abandonné le mélange vingt minutes a la 
température du laboratoire, on ajoute un volume égal d’une 
solution de glucose a 10 g pour 100 cm® dans |’eau salée a 0,9 g 
pour 100 cm*. Vingt minutes plus tard, le titre inhibiteur de 
Phémagglutination est éprouvé comparativement A celui du méme 
liquide embryonnaire ayant subi les mémes opérations, mais pour 
lequel la solution de periodate a été remplacée par de l’eau. 


R&SULTATS. 


Ayant été amenés a inoculer les embryons de poulet dans le 
courant du onziéme jour d’incubation au lieu du dixiéme jour 
comme nous faisions d’ordinaire, nous avons constaté lors de la 
récolte aprés quarante-huit heures d’incubation supplémentaire 
a 35°, que le titre hémagglutinant des liquides allantoiques était 
faible ou nul. L’importance de l’age de l’embryon au moment de 
Vinoculation apparait dans le tableau III. 


Tasieau III. 


+— - 
Inoculation de 0, lem Au moment de la récolte Titres hémagglutinants 
(dilution 10-4) dans les oeufs ayant subi moyens des liquides 
la cavité allantoique | une incubation supplé- allantoiques au moment 
d'oeufs embryonnés mentaire de 48 h a 35° de la récolte 
agés de sont 4gés de : 
9 jours ll jours 1/160 
10 jours 72 jours 1/640 
11 jours 13: jours (0) 
L | | 


On sait que dans le cas de la souche PR8 du virus grippal [8, 44] 
et également dans le cas du virus des oreillons [2] et dans celui de 
la maladie de Newcastle [6, 10], apparaissent dans le liquide allan- 
toique au douziéme jour d’incubation des inhibiteurs de Phémag- 
glutination. Il est facile de mettre en évidence de tels inhibiteurs 
dans le cas du virus Sendai, encore que leur concentration paraisse 
trés variable d’un embryon a un autre et semble présenter une cer- 
taine périodicité saisonniére. Pour cela des lots d’embryons de 
poulet respectivement aux septiéme, huitiéme, neuviéme, dixiéme, 
onziéme et douziéme jours d’incubation 4 39°, sont incubés pendant 
quarante-huit heures 4 35° sans étre inoculés. A ce moment, c’est- 
a-dire aprés une incubation totale respective de neuf, dix, onze, 
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douze, treize el quatorze jours, on recueille séparément Je liquide 
amniotique et le liquide allantoique de chacun des embryons. On 
titre alors le pouvoir d’inhibition de ’hémolyse et de Phémagglu- 
lination, Les résultats apparaissent dans le tableau IV. On voit 
qu’un pouvoir inhibiteur vis-a-vis de l’hémagglutination et de 
Vhémolyse apparait au onziéme jour dans les liquides embryon- 
naires. 

Si on opére sur des embryons inoculés par les virus Sendai res- 
peclivement aux septiéme, neuviéme, dixiéme, onzi¢me et douziéme 
jours d’incubation 4 39°, puis incubés deux jours, a 35°, on constate 
que les titres hémagelutinants des liquides allantoiques sont plus 
élevés pour les ceufs inoculés au neuviéme jour que pour ceux 


Tasieau IY. 


Age des Nature du Concentration de 1'in- | Concentration de 1'in- 


Age des embryons au liquide em- hibiteur de 1'hémagglu-] hibiteur de 1'hémolyse 
embryons au moment de la bryonnaire tination sur 1 lot de sur le méme lot de 
moment de récolte des étudié : 4 oeufs 4 oeufs 
es P < y 
WESTIE ee STR Se ler | 2@me| 38me | 4éme | ler] 2@me | 3eme} 4eme 
ens g We) oeuf | oeuf | oeuf | oeuf | oeuf | ceuf | ceuf| oeuf 
7 jours 9 jours AL 1) (o) (e) fo) (e) fo) fe) (op 
AM (0) 
8 jours 10 jours AL - 
AM a 
9 jours 11 jours AL 160 
AM 65 
10 jours 12 jours AL 100 
AM 190 
ll jours 13 jours AL 110 
AM 80 
12 jours 14 jours AL 140 
AM 140 


inoculés plus tardivement. Si Vinoculation est faite au onziéme ou 
douziéme jour les titres hémaglutinants et hémolytiques observés 
sont tres bas et souvent nuls. On a vérifié que, dans ce dernier 
cas, les liquides amniotiques et allantoiques contiennent des 
titres trés élevés d’inhibiteurs de lhémolyse et de ’hémaggluti- 
nation. ‘ 
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On a étudié sysltématiquement leffet de la température, du 
periodate, du R. D. E. et de la trypsine pour tenter de dissocier 
les propriétés d’inhibition de Phémagelutination de celles d’inhi- 
bition de Vhémolyse. On a constaté que toutes les deux résistent 
parfaitement A un chaulfage d’une heure a 65°, mais en revanche 
se trouvent détruites par le periodate et par le R. D. E. La tryp- 
sine détruit également Vinhibiteur de ’hémagelutination, mais son 
effet sur Vinhibiteur de lhémolyse n’a pu étre mis en évidence, 
car elle inhibe par elle-méme les propriétés hémolytiques du virus 
Sendai. 

Discussron. 

L’inhibiteur de Vhémolyse d'une part ct celui de lhémagglu- 
tination d’autre part, se comportent tout a fait parallélement dans 
les différentes épreuves, nolamment vis-a-vis du chauffage, du per- 
iodate ou de Ja neuraminidase du vibrion cholérique. Il est done 
probable qu’ils ne constituent en réalité qu'une seule et méme 
substance. Celle-ci, qui pourrait étre une mucoprotéine, posséde 
tous les caractéres de Vinhibiteur identifié par Beveridge en 
1946 [2] vis-a-vis du virus des oreillons, en 1947 par Cunha, Weil, 
Beard et Taylor [6] vis-a-vis du virus de la maladie de Newcastle, 
en 1948 par Svedmyr puis par Hardy vis-a-vis du virus A de la 
grippe, inhibiteur qui apparait également dans les liquides 
embryonnaires au douziéme jour [8, 44). 

Des considérations embryologiques permettent de donner une 
explication de cette apparition soudaine d’inhibiteurs au douziéme 
jour d’incubation. A ce moment, en effet, s’établit dans lccuf 
embryonné une communication entre Vamnios, et les restes du 
blane d’ceuf contenus dans le sac de l’albumen d’autre part. 
L’entrée de Valbumen dans la cavité amniotique modifie profon- 
dément les caractéristiques du liquide de celle-ci, elle en augmente 
notamment Ja teneur en protéines et la viscosité. Elle doit évi- 
demment y introduire les mucopolysaccharides contenus dans 
Valbumen, notamment ]’ovomucine que l’on sait ¢tre un inhibiteur 
puissant de Vhémagelutination [44]. Mais depuis le neuvieme jour, 
Vembryon a commencé des mouvements de déglutition qui 
deviennent de plus en plus fréquents & mesure que s’avance le 
développement. Ainsi l’embryon avale le liquide amniotique. La 
pénétration de l’albumen dans ce dernier entraine done secon- 
dairement une modification de la composition du liquide allan- 
loique ot s’accumule les produits de 1’élimination rénale de 
Vembryon. En effet, on voit le liquide allantoique dés cet instant, 
se charger en urates, tandis que le pH légeérement alealin jus- 
qu’alors, devient franchement acide. On concoit aisément que du 
fait de l’élimination des déchets. le liquide allantoique puisse se 
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charger A son tour des inhibiteurs primitivement contenus dans 
lalbumen pour peu qu’ils ne soient pas métabolisés ou ne le 
soient que partiellement. 


CONCLUSIONS. 


Le virus Sendai (Myxovirus parainfluenzae I) est ordinairement 
hémolytique et hémagglutinant ; mais les titres hémolytique et 
hémagglutinant observés dans les liquides allantoiques d’embryons 
de poulet infectés, peuvent se trouver considérablement abaissés 
et méme annulés si l’inoculation est pratiquée aprés le dixiéme 
jour, du fait de apparition dans les lquides embryonnaires d’un 
inhibiteur non spécifique. Ce dernier, thermostable, peut étre 
détruit par le periodate, la trypsine et le R. D. E. Des considéra- 
tions embryologiques permettent de penser qu’il pourrait étre 
identifié & ’ovomucine de Valbumen. 


Au point de vue pratique, le moment optimum pour I|’inocula- 
tion des embryons par la voie allantoique & l’aide du virus Sendai 
est le neuviéme jour d’incubation. L’inoculation sera pratiquée 
avec une dilution assez faible (10—*), et les liquides embryonnaires 
récoltés aprés une incubation supplémentaire de deux jours a 35°. 
On évitera le mélange des liquides allantoique et amniotique, car 
Vinhibiteur apparait plus précocement et se trouve plus concentré 
dans ce dernier. 


SUMMARY 


INHIBITOR INTERFERENCE 
IN THE couRSE oF Myzovirus parainfluenzae I (SENDAI virus) 
DEVELOPMENT IN EMBRYONATED CHICKEN EGG. 


Sendai virus is generally hemolytic and hemagglutinating, but 
hemolytic and hemagglutinating titres observed in allantoic fluids 
of infected chick embryos may be considerably lowered and even 
become nil, if inoculation is carried out later than the tenth day, 
because of the appearance of a non specific inhibitor in the embryo 
fluids. This inhibitor is thermostable, is destroyed by periodate, 
trypsin and RDE. It might be identifled with albumen ovomucin. 


From a practical viewpoint, the optimum time for inoculation 
of Sendai virus into chick allantois is the ninth day of incubation. 
The inoculation should be carried out with a rather low dilu- 
tion (10-*) and the embryo fluids taken after another two days 
incubation at 35°. Mixing of allantoic and amniotic fluids should 
be avoided, because the inhibitor appears earlier and is more 
concentrated in amniotic fluid. 


[4] 
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ANTIGENE POLIOMYELITIQUE 
POUR FIXATION DU COMPLEMENT 


par Francoise ARTZET 


{ 
Vig 


(avec la collaboration de M. L. RYHINER). 


(Institut Pasteur, Service des Virus [D’ P. Lepixe}) 


Alors que la culture du virus poliomyélitique sur reins de singe 
laissait espérer l’obtention facile, et en quantités importantes, 
d’antigénes pour fixation du complément, le titre faible des 
liquides surnageants rendait indispensable une concentration ulté- 
rieure par des procédés physiques appropriés, ultrafiltration par 
exemple [8], ultracentrifugation (2] ou encore pervaporation. Malgré 
une étude systématique relativement récente [7] et la substitution 
aux cellules de rein de singe de cellules cancéreuses de souche 
apparemment plus satisfaisantes, les antigénes ainsi obtenus restent 
trop souvent de titre faible et la suppression du sérum dans les 
milieux de maintien ne suffit pas a éliminer un pouvoir anticom- 
plémentaire non négligeable. C’est ainsi qu’il nous a semblé intéres- 
sant d’appliquer au virus poliomyélitique une méthode mise au 
point dans le laboratoire du P* Sven Gard pour le virus herpé- 
tique [1] qui consiste a extraire l’antigéne des cellules infectées & un 
stade précoce de infection. 


MATERIEL ET TECHNIOUES. 


CeLiutes. — Cellules de souche KB, qui provient d’un épithé- 
liome buceal humain [8], entretenues en boites de Roux de 1 | 
(100 m! de suspension cellulaire a 10° cellules/m]) ou en grandes 
boites de 3,5 1 (500 ml de la méme suspension). 


Minreux. — Pour la croissance cellulaire, milieu 4 l’hydrolysat 
de caséine [4], additionné de 15 p. 100 de sérum de veau, remplacé 
au moment de l’inoculation par le méme milieu 4 Vhydrolysat de 
caséine, avec seulement 2,5 p. 100 de sérum. ; 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 2 juin 1960 
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Virus. — Souches classiques de virus poliomyélitique, Mahoney 
pour le type I, MEF1 pour le type II et Saukett pour le type II. 
Le virus-stock pour les inoculations a été préparé sur cellules KB. 


FIXATION DU COMPLEMENT (1). 


_Dmuanr. — C'est le tampon au véronal avec calcium et magné- 
sium de Mayer, Osler, Bier et Heidelberger [6] réguli¢rement utilisé 
dans le laboratoire pour les réactions sérologiques, et dans lequel 
sont dilués tous les réactifs. 

La réaction est exécutée en petits tubes a hémolyse de 
9. x90. mam. 


SeRUMS. — On a utilisé jusqu’ici des sérums humains connus 
pour contenir des anticorps fixant le complément [5]. Tous les 
sérums sont inactivés avant la réaction par chauffage 4 56° pendant 
trente minutes. 


Anticknes. — Ils sont préparés selon la technique suivante. 


Inoculation : les boites sont inoculées au moment ou elles présen- 
tent un tapis cellulaire continu (quatre, cing jours aprés l’ensemen- 
cement et un changement de milieu) : une boite de Roux contient 
alors 2 4 3.107 cellules et une boite de 3,5 1, 10 a 15.10’. 

La dilution de Vinoculum, fonction du titre de virus employé, 
est calculée de maniére a introduire le nombre de particules infec- 
lieuses nécessaire pour assurer l’infection de toutes les cellules, 
soit 4 4 5 particules pour une cellule, sous un volume tel quil 
permette la meilleure dispersion des éléments virulents sur la 
surface de la boite. Par exemple, pour un virus de titre (DIs0) 
10’/ml, et une boite de Roux contenant 3.10" cellules, on inoculera 
15 ml de la suspension virulente diluée au 1/10. L’inoculum est 
introduit aprés élimination du milieu de croissance remplacé par 
100 ml de milieu sans sérum, et les bouteilles remises & Pétuve 
a 37°. 

Récolte : au temps du prélévement (entre la 21° et la 24° 
heure apres V’infection dans les conditions d’inoculation ci-dessus 
indiquées), les cellules fortement lésées se détachent spontanément 
du verre et il suffit d’une agitation de la bouteille pour entrainer 
la nappe cellulaire en son entier. Le contenu de la bouteille est 


(1) Nous remercions M™e J. Virat d’avoir accepté les réactions de 
fixation de complément dans son laboratoire, et M. J. Bourel de les 
avoir exécutées. 
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alors centrifugé a faible vitesse, de maniére & séparer milieu et 
culot cellulaire. 

Le surnageant S prélevé est conservé pour contrdéle par fixation 
du complément et les cellules remises en suspension dans un 
volume de tampon au véronal correspondant a la concentration 
souhailée, par exemple 5 ml pour une boite de Roux de 1 1, soit une 
concentration de 20 fois, exprimée par le rapport entre le volume 
de tampon au véronal et le volume initial de milieu. Aprés homo- 
généisation par pipettage, cette suspension est congelée en couche 
mince a —40°, —50° (mélange alcool-neige carbonique par 
exemple) puis décongelée au bain-marie a 30°-35°. L’opération est 
répétée cing fois et le résultat centrifugé a faible vitesse quelques 
minutes de maniére a précipiter les débris cellulaires. Le surna- 
geant de cette derniére centrifugation est Vantigéne C du culot 
cellulaire. 

Parallélement, on traite de méme des cellules KB normales 
non inoculées de méme Age ; le culot cellulaire est repris dans un 
volume équivalent de tampon au véronal, congelé-décongelé, centri- 
fugé :c’est « Vantigéne témoin normal ». 


ComMPLEMENT. — Sérum de cobaye conservé congelé 4 —70°. 

On utilise 1,5 unité, et le titre du complément est contrélé avec 
chaque série de réactions sur 4 tubes (quantités décroissantes de 
complément, 1,5-1-0,75 et 0,5 unité). 


SYSTEME HEMOLYTIQUE. — Suspension d’hématies de mouton a 
2 p. 100 sensibilisées & volume égal avec un sérum hémolytique 
de lapin (8 unités dans 0,1 ml). 

Les réactifs sont introduits sous les volumes suivants : 


Sértimy Se 2. eee ee, CE ee ie ee 0,1 ml 
Ambigéme? 2255 10 y Le Oe SA) taped 0,1 ml 
Com plémierty ok. Untrdetee eeee ees eee 0,2 ml 


Systeme hémolytique 


Les témoins suivants, outre le contréle du titre du complément 
et un antigéne normal, déja mentionnés, accompagnent la réaction : 


a) Témoin antigeéne : chaque dilution d’antigéne recoit, en 
absence de sérum, 1,5 unité de complément, ce qui permet de 
déceler tout pouvoir anticomplémentaire éventuel : 


b) Témoin sérum : de méme et dans le méme but chaque dilution 
de sérum, en l’absence d’antigéne, recoit 1,5 unité de complément. 


c) Témoin antigéne positif connu : A chaque série de réactions 
on adjoint un antigéne préalablement titré, permettant de vérifier 
la positivité du sérum, aussi bien que de comparer la valeur des 
antigénes d’un lot A l’autre. 
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La fixation du complément se fait par séjour de dix-huit heures 
a +4°, le systéme hémolytique est alors ajouté, la lecture a lieu 
immédiatement aprés l’incubation & 87°, quinze minutes (2). 


Résuttats. — Les titres obtenus, équivalents pour les trois 
types, sont compris entre le 1/4 et le 1/8 pour une concentration 
de 20 fois, et entre le 1/8 et le 1/16 pour une concentration de 
cinquante fois. 


On donne dans les tableaux I, II et II l’exemple de titrages 


Tasteau I. — Evolution de l’antigéne du type I. 


Prey 


Dilutions du sérum Pee 
Témoins 
> antigénes ° 


: Antigenes 
2 S fe 2 42 9 Ge 2 as) 2 


Fie 1) sete aD On ee a 0 1 : 

LEO A ass 7 “a 8 &@ og Ss (0) : 

2 Sy AOE ke de Be ae a 0 : 

Was hg th ig Al gis. ) : 

ion. 4 de MST Basa" NOs 0 : 

48 nS 1/1 3 te * 4 : 4 as 1 : 

ie 3 tr. Be Oe ag OS ) : 

AS Cust Suns mS 1 ae, Ge) 0 @) : 

W222 10 e oe 2 oo “eG ) : 

Newt if 2 © s © 8 @ 5 G 8 © & ©) 2 

Témoin : ; ; : : 8 

sérun SGC Sg OE eae TO! “EO Ole 0) 3 
Témoins antigénes, témoin sérum, S, C (voir texte: « Fixation du complément ») 
Expression de Vhémolyse : 0 hémolyse totale; 4 absence totale d’hémolyse ; 


1-2-3 degrés intermédiaires ; tr. traces d’hématies. 


d’antigenes de chacun des trois types (concentration vingt fois). 
Les culots cellulaires correspondants ont été prélevés a la 24° 
heure. C’est a ce temps que l’on peut extraire la plus grande quan- 
tité d’antigéne des cellules, aprés quoi il se dilue progressivement 


(2) On peut réaliser des économies appréciables d’antigéne, en substi- 
tuant A la méthode classique en tubes, une microméthode sur plaque. 
Cf. Techniques de laboratoire appliquées au diagnostic des maladies a 
virus, par P. Lépine et R. Sonrmr, p. 97. 
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dans le milieu et sa concentration y est alors si faible qu'on ne peut, 
méme autour de la 48° heure, déceler que de trés faibles titres. 

Nous ne pouvons pour le moment affirmer qu’il y ait entre les 
trois types de virus une différence importante dans l’évolution de 
Vantigéne en fonction du temps. 

Aucun des antigénes préparés dans ces conditions ne s'est révélé 
anticomplémentaire, comme l’indiquent les témoins antigénes des 
tableaux I, II et III. 


Tanceau II. — Evolution de l’antigéne du type II. 


Dilutions du sérun 


Antigenes erie 
8 162. 325 168 2 4ee ge eee 
24h8 i/1 ? tr. ed ee os tr. : 
Pla oy KO) ely] AO gh 5A A ee ee, | BO names ) : 
1/2 2 og OP ee eee 0 : 
ee ee! a eg a 0) : 
178se 4 5 ke ee ola as rp ee a fe) 
40-2 SO W/i = 3 oe ne a es tr. 
Wie © ty fs bre a On as 0) 
48h e@ wiv” 4 4 fe Os eo eee 0 
Wie Bete ee Oh oe Om ns aa Oleers fe) 
’ somal 1/1 ky @ 2 qh Gias Oe tee | 0 3 
eee 
sérum + O0 “Se SOD ee On AGO 2. Olea @) i 


fémoins anltigtnes, témoin sérum, S, C (voir texte « Fixation du complément »). 
Expression de !hémolyse : Q hémolyse totale; 4 absence totale d’hémolyse 
1-2-3 degrés intermédiaires ; tr. traces d’hématies. 


D’autre part, on n’observe pas de réaction aspécifique enire 
les sérums humains employés et les témoins cellules KB normales 
concentrés dans les mémes proportions que les antigénes spéci- 
fiques. 


Disevssion. 


On est surpris de constater que les tres du matériel antigé- 
nique prélevé avant sa libération — et sa dilution — dans le milieu, 
soient encore aussi faibles, mais c’est probablement la l’explication 
des SNE i obtenir des liquides surnageants de titre appré- 
ciable, 
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L’antigene est difficile 4 extraire des cellules au sein desquelles 
il se forme (les 6 congélations-décongélations suffisent A peine a 
épuiser le culot cellulaire) ; on congoit, dans ces conditions, que 
P eee progressive des cellules infectées par un séjour prolongs 


a 37° puisse contribuer 4 amélirer le titre du matériel antigé- 
nique [5]. 


Tasteau IH. — Evolution de l’antigéne du type III. 


Dilutions du Sérun 


: Antigénes : ; Témoins 

: : 8 : 16: 32: 64; 128; antigenes 
Hy a a ae : 
ADM ES a/ hint trad eOprriai@ cc's yiOue? tr. ; 
FES AG Wile 8 ch Se 7 Ga 7G” Ces 0 : 
: Ue a Fa ee pee ) ; 
3 T/A eased. EAs ae As 4ce ane tke (0) : 
: 1/8 : 2 : SnD ie) EP ee Ete ) : 
Behe aS t/t) od) ure eee Sous oe O : 
: te OF PO "Os “Oi fe) : 
FSi GWA es & & 8 8 47 8 © 8 © (e) : 
: agama gales Si Lier uaa tale og ) : 
EA ormaitit/ thas 4/80) otra tM Obs NOabsikOete kom: 0 : 
gacasin eee Spent ee ee: 
> sérum oT iOn a Or Wee) erie Si agrys fe) ; 


Témoins antigénes, témoin sérum, S, C (voir texte : « Fixation du complément ») 
Expression de Vhémolyse : 0 hémolyse totale; 4 absence totale d’hémolyse : 
1-2-3 degrés intermédiaires ; tr. traces d’hématies. 


Le chauffage, utilisé habituellement pour diminuer le pouvoir 
anticomplémentaire d’antigénes provenant de cultures de tissus 
au détriment de leur spécificité — n’est pas ici indispensable. Ce 
peut étre, cependant, un procédé d’atténuation de la virulence, et 
nos antigénes, dont le titre ne s’est pas modifié en deux mois de 
conservation, ont résisté & un chauffage, trente minutes, au bain- 
marie 4 56° et 60°. 

Ouant a la spécificité de ces antigénes, il faudra attendre les 
résultats d’ensemble concernant les différentes réactions sérolo- 
giques de la poliomyélite, qui seront publiés par ailleurs, pour 
conclure. 

Certaines expériences préliminaires semblent indiquer qu’on a 
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ld une méthode assez générale, applicable a d’autres virus pour 
lesquels il est difficile d’obtenir a partir de cultures de tissus des 
antigenes fixant le complément satisfaisants (virus ECHO, Cox- 
sackie B, rougeole, par exemple). 

Enfin, nous avons utilisé cette méthode pour établir la courbe 
d’évolution, en fonction du temps, du matériel antigénique. Le 
mode de formation de la fraction active dans le cas de la polio- 
myélite, sa relation avec la particule infectieuse et sa nature font 
V objet d’études en cours. 


R&ésuMe. 


Description de la technique de préparation d’un antigéne polio- 
myélitique pour fixation de complément a partir de la phase cellu- 
laire de cultures infectées. L’antigéne ainsi obtenu est dépourvu de 
pouvoir anticomplémentaire, et il est de titre supérieur a celui des 
surnageants de culture. Application possible au diagnostic de la 
poliomyélite par fixation de complément et a la préparation d’autres 
antigénes viraux. 


SUMMARY 


PREPARATION OF A POLIOMYELITIC ANTIGEN 
WITH A VIEW TO COMPLEMENT FIXATION. 


The author describes the technique of the preparation of this 
antigen, using the cellular phase of infected cell cultures. 

This antigen is not anti-complementary. Its titer is higher than 
that of culture supernatants. 

Its use for poliomyelitis diagnostic by means of complement fixa- 
tion, and the application of the technique to the preparation of 
other viral antigens are discussed. 
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DELIMITATION DE LA NOTION DE FORMES L 
DES BACTERIES: PROTOPLASTES, SPHEROPLASTES 
ET FORMES L 


par R. TULASNE, R. MINCK, A. KIRN et J. KREMBEL (*) 


(Chaire de Biologie Bactérienne de la Faculté de Médecine 
de Strasbourg) 


Nous avons insisté, depuis fort longtemps, ainsi d’ailleurs que 
Kheneberger-Nobel et surtout Dienes [4, 2, 3], sur usage erroné 
qui est fait du terme « formes L » des bactéries. Aussi nous 
parait-il utile, une fois de plus, d’essayer de déterminer les 
limites dans lesquelles doit étre inscrite Ja notion de « formes L » 
des bactéries. Nous profiterons de l’occasion qui nous est offerte 
pour dresser un tableau succinct de nos connaissances les plus 
récenles sur ces microorganismes. 

Jusqu’a ces derniéres années, la plupart des bactériologistes 
désignaient sous le nom de « formes L », des microorganismes 
obtenus au laboratoire sous l’action de substances diverses, en 
eénéral la pénicilline, caractérisés par l’aspect de leurs colonies 
sur milieux solides, la morphologie microscopique et le polymor- 
phisme des éléments composant les colonies, et existence d’un 
mode de reproduction différent de celui des bactéries d’origine. 


Cette définition est maintenant dépassée, incompléte, et en 
partie erronée. Elle permettait cependant d’exclure du domaine 
des formes L des éléments filamenteux ou globuleux, de dimen- 
sions et de formes trés diverses, découverts et décrits par de trés 
nombreux auteurs dans des cultures bactériennes ou méme dans 
des produits pathologiques provenant de l’homme ou des animaux, 
mais dont la culture n’a jamais pu étre réalisée. 


La délimination des «formes L» dans Je monde des micro- 
organismes, semblait donc pouvoir étre réglée assez facilement, 
lorsque fut introduite en microbiologie la notion de protoplaste. 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 7 juillet 1960. 
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CES PROTOPEASTES 


Le terme de protoplaste, employé depuis fort longtemps par 
les botanistes, a été utilisé pour la premiére fois au sujet des 


row 


bactéries, par Weibull en 1953 [4], & la suite de travaux sur la 
structure de la paroi bactérienne, qui se poursuivent activement 
aujourd’hui [5]. ' 

Rappelons, 4 ce propos, pour éviter toute équivoque, que Venve- 
loppe des bactérics est constituée du dedans en dehors par : 


1° La membrane cytoplasmique, bien individualisée, que limite 
le cytoplasme. Des émanations de cette membrane semblent 
constituer les septa qui se forment déja a la fin de la division 
nucléaire chez les bactéries qui restent accolées. 


2° La paroi, rigide, qui confére 4 la bactérie sa forme caracté- 
ristique. C’est la partie de l’enveloppe qui a fait l’objet des plus 
récents travaux. D’aprés certains auteurs, elle serait formée de 
deux ou trois couches superposées, de nature chimique diffé- 
rente [5]. 


3° La capsule, qui n’est pas indispensable a la vie bactérienne 
normale. Elle peut faire défaut chez certaines bactéries ; chez 
d’autres, elle peut étre éliminée, en particulier par des enzymes. 
Une partie importante du pouvoir antigénique des bactéries, 
semble hée a la présence des substances composant cette capsule. 
Lorsque cette capsule est trés mince, comme c’est le cas pour les 


bactéries 4 Gram négatif, elle porte le nom de microcapsule 
(Wilkinson [6)). 


Sous l’action du lysozyme, on a pu dissoudre totalement la 
parot de certaines bactéries 4 Gram positif et obtenir des orga- 
nismes sphériques de grande taille, les protoplastes, que l’on a pu 
ensuite conserver dans des milieux protecteurs sans qu’ils se 
lysent. 


Une inhibition plus ou moins compléte de la furmation de la 
paroi bactérienne a pu étre également obtenue, dans certaines 
conditions, sous l’action de la pénicilline, chez d’autres bactéries 
a Gram positif ou 4 Gram négatif (Lederberg |7]). C’est a cause 
de leur aspect morphologique, conséquence de la disparition de 
leur paroi rigide, que le rapprochement des protoplastes avec les 
formes L des bactéries s’est imposé. 


Certains auteurs, ne tenant compte que de l’aspect extérieur, 
sont méme allés jusqu’a identifier protoplastes et formes L. 
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Il est done indispensable, pour Vouverture de discussions fruc- 
tueuses entre les cher cheurs travaillant soit sur les formes L, soil 
sur les protoplastes, qu’un accord soit réalisé sur la définition 
et la délimitation de lun et de l'autre type d’organisme. 


Le probléme pourrait étre simple, si tous les chercheurs 
adoptaient la position prise par un certain nombre d’auteurs 
réunls a Londres en 1958 (S. Brenner, F, A. Dark, P. Gerhardt, 
M. H. Jeynes, O. Nandler, E. Kellenberger, E. Klienecberger- 
Nobel, K. McQuillen, M. Rubio-Huertos, M. R. Salton, R. E. 
Strange, J. Tomesik, C. Weibull {8]}), qui ont proposé de réserver 
le (enue de protoplaste aux seuls organismes dont l’absence 
totale de paroi est démontrée par la mise en évidence d’un ou 
plusieurs tests & rechercher parmi les propriétés suivantes des 
« vrais protoplastes ». 1° Ces organismes ne peuvent subsister 
que dans des milieux appropriés dont Ja pression osmotique 
équilibre la pression intérieure des protoplastes. 2° L’analyse 
immunologique des protoplastes révéle l’absence de certaines 
fractions antigéniques qui existaient dans la paroi de la bactérie 
d’origine. 3° L’analyse chimique permet de constater l’absence 
de certains corps chimiques réunis par Salton sous le nom de 
« complexe mucoide » et dont le plus connu est l’acide diamino- 
pimélique. 4° Les protoplastes n’ont plus le pouvoir d’absorber 
les phages. 


Bien que les auteurs précités ne semblent pas enclins a les 
prendre en considération pour définir les protoplastes, deux 
autres propriétés pourraient également étre allribuées a ces orga- 
nismes : 1° Tous les chercheurs admettent, en effet, que les pro- 
toplastes sont incapables de reproduire les bactéries d’origine, 
car ils sont incapables de synthétiser une nouvelle paroi, méme 
si on leur fournit le matériel] chimique approprié. 2° Mise a part 
la possibilité, reconnue pour certains protoplastes, de se diviser 
en premiéres cultures, en milieux liquides (McQuillen [9]), tous 
les auteurs, A la suite de Weibull, estiment que la culture des 
« vrais protoplastes » en milieux solides n’est pas possible 


Si on s’en tenait strictement a la définition de Brenner et coll., 
4 savoir: que le terme protoplaste doit étre réservé aux seuls 
organismes dont l’absence de paroi est démontrée, il faudrait faire 
entver dans ce groupe non seulement les quelques bactéries a 
Gram positif dont la paroi est sensible au lysozyme, mais encore 
tout un groupe d’organismes dont nous éludierons plus loin les 
caractéristiques sous le nom de « formes L des bactéries du 
type A », dont l’absence de paroi est certaine. Dans ce cas, la 
confusion qui regne actuellement sur l’ensemble des organismes 
elobuleux issus des bactéries, persisterait. Mais si, dans la défi- 
nition des protoplastes, on introduit les notions de Virréversibilité 
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de ces organismes et de l’impossibilité ott ils se trouvent de se 
multiplier sur des milieux solides, les formes L, quel qu’en soit 
leur type, seraient nettement séparées des protoplastes et tout 
deviendrait beaucoup plus clair. 


LES SPHEROPLASTES 


Ne tenant aucun compte des limites qui ont été assignées plus 
haut aux protoplastes, d’autres auteurs ont désigné sous ce 
vocable, des bactéries dont la paroi a été modifiée sans dispa- 
raitre complétement au cours de traitements divers. Ceci est le 
cas, en particulier, pour des organismes issus de germes a Gram 
négatif, dont la paroi, assez complexe, serait constituée par une 
partie mucoide analogue a celle des Gram positifs, responsable 
de la rigidité et de la morphologie du germe, et d'une seconde 
partie, moins bien connue, de nature lipo-protéique ou lipo-poly- 
saccharidique. A elle seule, la destruction de la fraction mucoide 
aboutit, en milieu protecteur, a la formation d’organismes qui 
présentent le méme aspect morphologique que les protoplastes de 
germes & Gram posilif ainsi que la sensibilité au choc osmotique. 
Mais ces organismes n'ont perdu qu'une fraction de leur parol: 
ce ne sont done pas des protoplastes vrais, selon la définition 
qui en a été donnée plus haut. 


Il a fallu leur donner un nom qui ne comporte pas, pour 
éviter les confusions, le mot de protoplaste. Weibull a proposé 
le nom de sphéroplaste. Nous verrons que ces organismes s’iden- 
tifient 4 un type particulier de formes L. 


La persistance d’une partie de la parol, permet aux sphéro- 
plastes d’absorber certains phages (Lederberg [7], Taubeneck {40)), 
et conditionne le pouvoir de multiplication par division directe de 
ces organismes, ainsi que la possibilité potentielle de synthétiser 
a nouveau une paroi complete : Ja réversion vers la forme bacté- 
rienne d’origine reste, en effet, possible, soit spontanément, aprés 
suppression de Ja pénicilline qui inhibe la synthése d’une partie 
de la paroi, soit dans le cas de mutants déficients, lorsqu’on 
cultive ces organismes, en présence d’acide D. A. P. ou d’un 
extrait bactérien homologue. 


Notons que les formes bactériennes géantes, dont nous avons 
signalé |’existence dans le genre Vibrio [44], font vraisemblable- 
ment partie de ce groupe de microorganismes. Elles ne réversent 
pas vers la forme bactérienne normale, aprés suppression de la 
pénicilline, mais nous ne pouvons affirmer que cet état soit défi- 
nitif, car nous n’avons pas encore eu l’occasion de les cultiver en 
présence d’acide D. A. P. 
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Nous avons, jusqu’a présent, envisagé le probleme posé sous 
langle des protoplastes et des sphéroplastes. Examinons-le main- 
tenant sous celui des formes L. 


LES FORMES L DES BACTERIES 


Depuis 1955, date de notre derniére revue générale sur les 
formes L {42], de nombreux travaux ont été publiés sur ce sujet. 

La teneur de ces travaux, jointe a nos propres recherches, nous 
a amenés a apporter des modifications, parfois fort importantes, 
a nos conceplions sur ces microorganismes. 


Nous donnerons ici une idée actuelle, quoique assez générale, 
de la question des formes L en basant nos descriptions et nos 
commentaires plus particuli¢érement sur les formes L des Pro- 
teus qui ont été, de beaucoup, les plus étudiées, nous réservant de 
discuter, dans nos commentaires ullérieurs, si ce que nous avons 
dit est applicable aussi aux formes L des autres bactéries. 


LES DEUX TYPES DE FORMES L. 


C’est a Dienes que l’on doit la division des formes 'L en types 
A et B. La nécessité d’une telle distinction ne s’est pas fait sentir 
d’emblée, car elle semblait, 4 l’origine, presque uniquement basée 
sur les caractéres morphologiques, parfois discutables. Nous 
n’avons, nous-mémes, pas prété assez allention, au début de nos 
recherches, 4 cette notion de type que nous n’avions signalée, a 
tort, qu’incidemment dans nos écrits antérieurs et qui est passée 
presque inapercue jusqu’é ces derniéres années. 

Ce sont surtout des travaux de Iandler [43], confirmés par 
Minck et coll. [44], qui ont rendu toute son importance a cette 
notion. Ces auteurs ont montré, en particulier, que toute étude 
sérieuse sur les formes L devait porter obligatoirement sur des 
souches pures, spécialement isolées, des types A et B. Les deux 
types de formes L s’opposent, en effet, en de nombreux points 
portant aussi bien sur leur anatomie que sur leur évolution et 
sur leur mode de reproduction. Aussi, tout essai de généralisation 
des caractéres et du comportement de l’ensemble des formes L 
fait & partir de l’étude d’un seul des deux types, ne peut mener 
qu’a J’erreur et a l’incompréhension. 

Etudions done chacun des types de formes L en commencant 
par les formes L du type B, qui, comme nous le verrons, 
constituent une sorte d’intermédiaire entre les bactéries et les 
formes L du type A. 
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|. —-bes rormes L pu tyre B; 


Elles se développent sur les mémes milieux que les bactéries 
d'origine. 


1° ASPECT GENERAL DES COLONIES SUR MILIEUX SOLIDES. 


Les colonies, lorsqu’elles ont atteint leur taille maximum, ont 
un diamétre de 2 45 mm, leur aspect est assez caractéristique et 
correspond aux descriptions classiques. Elles possédent un centre 
assez dense et épais dont la partic inférieure est incrustée dans 
la gélose et une auréole plus ou moins large, mince et transpa- 
rente. Ces colonies ont été trés justement comparées par Dienes 
a des « ceufs sur le plat ». 


2° EXAMEN MICROSCOPIOQUE DES COLONIES. 


a) Au contraste de phase. — Les colonies L du type B_ sont 
constituées par des amas d’éléments arrondis — les corps globu- 
leux — de taille sensiblement homogéne (7 4 10 p), plus ou moins 
opaques, montrant parfois des images en croissant. Dans le centre 
de la colonie, ces corps globuleux sont tassés les uns contre les 
autres a la fagon des cellules d’une morula. A Ja périphérie, dans 
Pauréole, ils se trouvent répartis en couche mince, quelquefois 
monocellulaire, a la surface du milieu (pl. II, fig. 26, 27, 29). 


b) Examen cytologique. — Colorés au Giemsa, les corps globu- 
leux, qui, rappelons-le, constituent les seuls éléments des colonies 
du type B, se présentent comme des masses A peu prés uniformé- 
ment basophiles. Parfois, une légére hétérogénéité de la colora- 
tion laisse deviner la possibilité d’une organisation interne. Aprés 
traitement, par la méthode de Robinow, modifiée par Cassel [45]. 
on observe que les corps globuleux sont des éléments arrondis, 
organisés, comprenant une masse cytoplasmique 4 ARN et de 
nombreux noyaux & ADN. Ces corps globuleux sont peu fragiles. 
Les manipulations nécessaires pour leur mise en évidence ne 
les détruisent pas. Ils gardent leur aspect arrondi lorsqu’ils sont 
peu serrés les uns contre les autres a la périphérie des colonies 
et prennent une forme polygonale lorsqu’ils sont, au contraire, 
tassés dans le centre des colonies. Ces faits indiquent qu’ils sont 
limités par une enveloppe relativement rigide, présentant une cer- 
taine solidité. Notons, enfin, que la répartition de la basophilic 
parmi les corps globuleux constituant une colonie d’Age moyen 
indique que la plupart de ces éléments sont vivants et quwil y a 
peu de lyse (pl. II, fig. 28, 31, 32). 


s) 
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3° PRINCIPALES PROPRIETES DES FoRMES L pu type B, 

Les formes L du type B réversent en quelques heures vers la 
bactérie d’origine lorsqu’on supprime l’agent qui a provoqué leur 
formation. Elles ne sont pas inhibées en culture par les anti- 
sérums spécifiques (Minck [44]}). Taubeneck [40], signale que le 
pouvoir d’adsorber les phages est conservé dans ce type. Elles 
ne passent pas a travers les filtres qui arrétent les bactéries 
normales (Kellenberger et coll. [20], Tulasne [24}). Enfin, les 
travaux de Kandler [417], confirmés par Weibull et par Guil- 
laume {22], montrent qu’elles contiennent de l’acide D. A. P. en 
quantité au moins égale a celui que renferment les bactéries du 
type normal. 


4° MULTIPLICATION DES FoRMES L pu TYPE B. 


Comme le montrent sans contestation possible les observations 
au contraste de phase, lanalyse cytologique et surtout les films 
de Hutchinson, de Poetschke et de Taubeneck, que nous avons 
eu Voccasion de voir au Symposium d’léna, la multiplication des 
corps globuleux qui caractérisent le type B se fait par division 
directe (pl. II, fig. 25). Les divisions qui donnent, en général, 
naissance a des corps globuleux-fils de volume a peu prés équi- 
valent, contenant un nombre de noyaux sensiblement du méme 
ordre, se produisent dans le fond du cratére creusé dans le milieu 
solide par le centre de la colonie. Les éléments nouvellement 
formés sont expulsés en surface ot ils s’étalent et forment 
Vauréole translucide et muqueuse qui se trouve a la périphérie de 
la colonie. 

Cependant, surtout au moment de leur formation aux dépens 
des bactéries, les corps globuleux peuvent se diviser d’une fagon 
inégale, un grand corps globuleux pouvant donner naissance a 
des éléments plus petits. La division ressemble alors a un bour- 
geonnement. 

Il est hors de doute que les formes L du type B, constituées, 
comme nous l’avons vu, par des corps globuleux, d’aspect rela- 
livement rigide, possédant une enveloppe contenant de l’acide 
D. A. P., capable d’adsorber les phages et de se multiplier par 
division directe, représentent une forme d’adaptation temporaire 
pour des bactéries dont Ja paroi a été privée, par le blocage pro- 
visoire du pouvoir de le synthétiser, du facteur conditionnant la 
rigidité nécessaire pour le maintien de la forme habituelle de la 
bactérie. Les formes L du type B ne différent donc pratiquement 
des bactéries normales que par la forme. II] suffit, pour s’en 
convaincre, de comparer par exemple des préparations colorées 
par Ja méthode de Robinow-Cassel [45], correspondant a des 
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formes globuleuses du type B des Proteus et des formes nageuses 
mullinucléées normales de cette méme bactérie. 

Le type B des formes L correspond & ce que nous avions dési- 
ené en 1955 sous Je nom de formes N (terme provisoire auquel 
nous ne tenons d’ailleurs pas). I] se confond en tout point avec 
les sphéroplastes de Weibull, mais les corps globuleux qui le 
constituent sont trés différents des protoplastes dont nous avons 
donné plus haut la définition. 


Il. — Les rormes ‘L pu type A. 


A Vexception, peut-étre, de quelques espéces de bactéries 
4 Gram positif (Dienes [8]), les formes L du type A ne se déve- 
loppent, quelles que soient les exigences des bactéries d’origine, 
que sur des milieux contenant du sérum. 


1° ASPECT GENERAL DES COLONIES SUR MILIEUX SOLIDES. 


Les colonies du type A sont, en régle générale, trés petites. 
Leur diamétre ne dépasse pas 500 p. Certaines d’entre elles ne 
peuvent étre observées qu’é la loupe. Dans les premiers jours de 
leur développement, elles se présentent comme de petites taches 
aplaties, 4 contours irréguliers, lég¢rement incluses dans le milieu. 
Plus tard, un certain nombre d’entre elles font surface. Elles 
deviennent alors un peu plus grandes, leurs contours deviennent 
plus réguliers, elles sont légérement bombées et elles prennent 
un aspect nacré 


EEXAMEN MICROSCOPIQUE. 


a) Au contraste de phase. Les colonies A sont constituées, 
lorsqu’elles sont jeunes, par des amas de granulations trés fines 
[de 250 a 500 my] (pl. I, fig. 21), tres souvent groupées par deux. 
Les deux grains sont quelquefois si serrés que l’on a |’impression 
quil s’agit d’un petit batonnet. Aprés deux a trois jours de 
culture, quelques pelits corps globuleux (moins de 5 u), viennent 
accompagner les granulations. Au contraste de phase, ces corps 
globuleux apparaissent pleins, vides ou granuleux. L’ensemble 
de la colonie est alors tout a fait comparable aux colonies de 
PPLO. Les petits corps globuleux peuvent rester rares ou devenir 
plus nombreux. Dans ce cas, ils forment souvent une petite colle- 
rette autour du centre granuleux de la colonie. 


b) Examen cytologique. Colorées au Giemsa, les granulations 
et les corps globuleux apparaissent comme des éléments entié- 
rement basophiles. ‘Le traitement par la méthode de Robinow- 
Cassel [45] ne modifie que trés peu la taille des granulations qui 
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conservent, par ailleurs, la plus grande partie de leur basophilie 
primitive. I] en résulle qu’elles sont constituées par un noyau 
central 4 ADN entouré d’une mince couche de cytoplasme a ARN. 
Les corps globuleux, contrairement A ce que nous avons observé 
pour le type B, ne semblent pas organisés. [ls apparaissent comme 
des amas résultant de la simple juxtaposition des granulations 
retenues accolées par leur viscosité. Ces amas n’ont pas, en 
général, de forme précise et sont trés fragiles. Il semble donc 
qu ils ne sont pas limités par une enveloppe résistante. Signalons 
encore que le pourcentage des éléments basophiles par rapport 
a Vensemble des éléments présents est relativement faible, méme 
si la culture examinée est jeune. Ce fait met en valeur la trés 
grande fragilité des éléments constituant les formes L du 
igperAply |, - fie. 22-23. 24), 


PRINCIPALES PROPRIETES. 


Les formes L du type A sont stables. Elles ne réversent plus 
vers les bactéries d’origine, méme lorsque l’on supprime l’agent 
inducteur. (Notons, 4 ce point de vue, que Virréversibilité réelle 
des formes L demande quelquefois 4 étre recherchée. Leder- 
berg {7] a montré, en effet, que certaines formes L ne sont que 
des mutants déficients vis-a-vis de lacide D. A. P. et qu’il suffit 
de les cultiver en présence d’acide D. A. P. ou d’un extrait bac- 
térien contenant cet acide pour voir réapparaitre, chez elles, la 
propriété de réverser). Leur culture est inhibée par les antisérums 
correspondants [46]. Elles ne possédent plus le pouvoir d’adsorber 
les phages (Taubeneck [40]}). Les granulations dont elles sont 
constituées passent a travers les membranes filtrantes et les 
calculs indiquent que les plus petits éléments, qui font partie de 
ce type mesurent environ 250 m_ (Kellenberger et coll. |20)), 
Tulasne et Lavillaureix [24]). On ne trouve plus chez elles d’acide 
D. A. P. (Kandler [17], Weibull et J. Guillaume [22)). 


4° MULTIPLICATION DES FORMES L pu Type A. 


L’observalion des formes L du type A, obtenues en cultures 
pures, nous a amenés a réviser nos conceptions sur l’évolution 
et la multiplication de ces microorganismes. En ce qui concerne 
l’évolution, il est maintenant certain que les granulations, qui 
constituent ce type, n’ont plus aucune possibilité de révers:on 
vers la bactérie d’origine. Ce fait est strement dd a l’absence 
totale de paroi chez ces éléments et 4 Vimpossibilité qu’ils ont de 
pouvoir en synthétiser une nouvelle. C’est la persistance d’un ou 
de quelques corps globuleux du type B dans les colonies des 
formes L du type ‘A qui nous avait conduit a envisager «le 
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cycle L complet » qui est, par conséquent, complétement aban 
donné. En ce qui concerne la multiplication, on peut consi- 
dérer comme définitif le fait que les granulations qui constituen! 
ce type, et que nous continuerons 4 appeler comme par le passe 
«les formes naines », se reproduisent par division directe (pl. I, 
fig. 1 & 10). Nous pensons, d’ailleurs, ¢lre en mesure, dans un 
proche avenir, de préciser les modalités exactes de cette division 
qui peut donner naissance a partir d’une forme naine-mére 4 deux 
formes naines-filles de taille 4 peu prés égale, ou bien a des 
formes naines de taille trés inégale. Dans ce cas, le plus petit 
des éléments provenant de la division peut ne contenir que du 
cyloplasme et se trouve, par conséquent, stérile. Cette conception 
de la division des formes L du type A rejoint, croyons-nous, celle 
de Kandler [48]. La division inégale des formes naines donne, en 
effet, des images telles qu’elles sont décrites en général 4 propos 
de la multiplication cellulaire par bourgeonnement. Aprés ja divi- 
sion, les formes naines, dont la périphérie semble étre assez vis- 
queuse, restent souvent accolées pour former des amas plus ou 
moins volumineux, comprenant deux ou trois, mais parfois auss! 
une centaine de granulations nettement discernables sur des pré- 
parations trailées et colorées par la méthode de Robinow-Cassel, 
mais invisibles au contraste de phase. Avec ce dispositif, en effet, 
les amas apparaissent comme des éléments homogeénes, de teinte 
uniformément grisdtre, et ce n’est qu’au moment de leur lyse que 
des granulations peuvent y devenir visibles. 


Les gros amas qui constituent les corps globuleux du type A, 
auxquels nous avions jadis attribué une certaine importance, ne 
constituent, en réalité, que de minuscules colonies de formes 
naines. Parfois, ces corps globuleux se fragmentent spontanément 
et les formes naines ainsi libérées vont se diviser comme nous 


PLANCHE I 


Fic. 1 & 10, — Evolution de granulations du type A, suivie au contraste de phase 
a 37° pendant vingt-quatre heures. x eny. 1500. 


Fic. 11 a 20. -— Evolution d'un corps globuleux du type A, suivie au contraste 
de phase pendant vingt-quatre heures 4 37°: fragmentation du corps globuleux, 
division des formes naines libérécs: formation d’une colonie A. x env. 1500. 


Fic, 21. — Colonies du type A: contraste de phase. x 400. 
Fic. 22. — Corps globuleux du type A, centraste de phase : forme trés irréguliére. 
x env. 600. 
Fic. 25. — Colonies du type A: coloration de Robinow-Cassel. On voit nettement 


les formes naines. x 500. 


Fic. 24. — Corps globuleux A: coloration de Robinow-Cassel. On distingue les 
formes naines qui constituent les corps globuleux. x 3500. 
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Fic, 25. — Division de corps globuleux du type B: contraste de phase. x 400. 
Fic. 26. — Colonies B, contraste de phase: on distingue les corps globuleux qui 


semblcnt solidement constitués. x 400. 


Fic. 27. — Colonies B, contraste de phase: corps en croissant. x 300. 
Fic. 28. — Corps globuleux du type B. Coloration Robinow-Cassel : on voit 
nettement les noyaux et Venveloppe. x 800. 

Fic. 29. — Colonies B, contraste de phase. x 600. 

Fis. 30. — Colibacille traité par la méthionine, corps globuleux en ceufs de 
grenouille, contraste de phase. x 800. 

Fis. 531. — Corps globuleux du type B. Robinow-Cassel. x 3 500. 

Fic. 32. — Corps globuleux du type B tassés au centre d’une colonie. Robinow- 
Cassel. x 300. 

Pie. 33-54-35. — Formes naines du type A; microscope électronique, coupes 


ultra-fines : on distingue le noyau central multilobé (en yoie de division dans 
la fig. 35), le cyloplasme granuleux, la mem}rane d’enveloppe. x eny. 35 000. 
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Vavons indiqué précédemment (pl. I, fig. 11 a 20). Les filaments, 
qui ont été souvent signalés dans les cultures de formes L, sont 
formés par des chapelets de formes naines reliées entre elles par 
la substance visqueuse, et résultent de l’étirement des corps glo- 
buleux, provoqué, soit artificiellement par la manipulation des 
colonies, soit naturellement, par les courants produits dans le 
milieu par des modifications physiques, en particulier par la 
dessiceation. 


Les formes L du type A, représentées par des granulations mal 
limitées dont les plus petites ont environ 250 mp, c’est-a-dire 
a peu pres les dimensions des noyaux bactériens normaux, dans 
lesquelles on ne peut plus mettre en évidence d’acide D. A. P., 
imeapables d’adsorber les phages, mais encore susceptibles de se 
diviser par division directe, semblent bien é@tre des bactéries qui 
ont perdu, en méme temps que la totalité de leur paroi, une frac- 
tion de leur cytoplasme, mais qui ont, par contre, conservé Vinté- 
gralité de leur noyau. L’absence de paroi, chez les formes naines, 
ne veut pas nécessairement dire que celles-ci sont dépourvues de 
toute enveloppe, mais nous sommes encore réduits aux hypothéses 
sur la nature de la limitante de ces organismes. Parmi les diverses 
possibilités qui s’offrent a Vesprit, la plus vraisemblable est que 
la membrane cytoplasmique, qui se trouve habituellement sous 
la paroi chez les bactéries normales, persiste en partie ou en tola- 
lité et peut étre synthétisée par la forme naine. Certaines images 
de formes naines, observées en coupes ultra-fines au microscope 
électronique, semblent étayer cette hypothése (pl. II, fig. 33. 
S34, BD). 


CONDITIONS D’ APPARITION DES TYPES A ET B pes FoRMES L. 


Les colonies A et B peuvent apparaitre simullanément sur un 
méme milieu, I] en est ainsi, par exemple, lorsqu’on ensemence 
des Proteus sur un milieu solide contenant du sérum et de la 
pénicilline. Dans ces conditions, les premiéres cultures contiennent 
des colonies A, des colonies B et des colonies mixtes ayant le 
plus souvent l’aspect morphologique des colonies B, mais qui sont 
constituées par un mélange des éléments des colonies A (formes 
naines, corps globuleux du type A) et des colonies B (corps glo- 
buleux organisés, susceptibles de réverser). Au cours des repi- 
quages sur le méme milieu contenant du sérum, les colonies B 
disparaissent progressivement et laissent la place aux seules 
colonies A. Le sérum ou un de ses constituants, facteur indispen- 
sable pour la reproduction des formes naines, semble étre un fac- 
teur inhibiteur a plus ou moins bréve échéance, pour les corps 
globuleux organisés qui constituent les colonies B. 
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Un certain nombre d’auteurs considérent que lirréversibilité 
des formes L du type A vers les bactéries d’origine n’est pas 
immédiate, mais qu’elle est progressive et qu’elle n’apparait que 
lentement au cours des repiquages plus ou moins nombreux 
auxquels est soumise la souche. Nous pensons, au contraire, avec 
Taubeneck [49] et d’autres auteurs, que les formes L du type A, 
irréversibles, se constituent d’emblée, dés la premiére culture. 
Les réversions constatées par les chercheurs sont dues, soit a la 
présence de corps globuleux du type B dans les colonies A, soit 
a la présence, pendant un certain temps dans les cultures, de 
bactéries non transformées par l’agent inducteur, mais qui restent 
en vie latente et qui sont susceplibles de reprendre leur vie habi- 
tuelle, done de se multiplier, lorsque l’agent inducteur disparait. 
Ces bactéries, lransportées pendant un certain temps au cours 
des repiquages, seraient analogues aux « persisters » qui ont été 
signalés dans les organes de mammiféres soumis 4 l’action des 
antibiotiques. Des expériences en cours, qui demandent encore 
a étre confirmées, semblent nous apporter un argument en faveur 
de cette thése. Nous aurons loccasion d’y revenir par ailleurs. 

Dans certaines conditions, les formes L du type B peuvent 
donner naissance 4 des formes L du type A. Si, par exemple, 
nous ensemencons des colonies B pures entretenues sur un milieu 
sans sérum, sur un milieu contenant du sérum, des colonies A 
tout a fait classiques, dont les éléments constitutifs ont pris tous 
les caractéres des formes L du type A, y compris bien entendu 
Virréversibilité, apparaitront sur le milieu. Nous n’avons, par 
contre, jamais réussi le passage inverse du type A vers le type B, 
et rien dans la littérature ne nous indique que ce passage ait 
jamais pu étre réalisé. 

De trés nombreuses espéces bactériennes ont donné naissance, 
dans des milieux appropriés, 4 des formes L du type B sans 
qu’apparaissent des formes L du type A. On peut méme dire 
que c'est le cas le plus fréquent. Malheureusement, le plus sou- 
vent les auteurs rapportent seulement avoir transformé telle ou 
telle bactérie en formes L, sans en indiquer le type. 

Bien que la possibilité en existe, les bactéries fournissent rare- 
ment d’emblée des formes L exclusivement du type A. Nous 
n’avons, jusqu’ici, observé ce fait dans notre service qu’avec 
quelques souches de colibacille. 


LIMITES DE LA NOTION DE FORMES L. 


Nous venons de décrire les caractéristiques et les principales 
propriétés des formes L chez les Proteus. Mais, ce serait une 
erreur de croire que toutes les formes L provenant de bactéries 
trés diverses, induites par des méthodes variées ou cultivées sur 
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des milieux de composition trés différente, puissent venir s’ins- 
crire automatiquement dans le cadre relativement étroit dans 
lequel nous avons enfermé les formes L des Proteus. 


Déja chez les Proteus, spontanément sur un méme milieu de 
culture ou artificiellement, a la faveur de modifications diverses 
apportées aux méthodes habituelles de travail, on peut observer 
lapparition de colonies L dont les caractéres et le comportement 
ne restent pas toujours parfaitement dans les limites que nous 
avons tracées pour les types A et B des formes L. 

Pour les espéces autres que les Proteus, il semble que chaque 
forme L posséde, comme les bactéries qui lui ont donné nais- 
sance, une personnalité qui se traduit par des caractéres et des 
propriétés particuliéres. 

La nature et la réparlition des substances chimiques, consti- 
tuant la paroi des bactéries, jouent certainement un réle dans le 
comportement général des formes L qui en dérivent. Ainsi 11 
est vraisemblable que les formes L provenant de bactéries 
a Gram (+) et & Gram (—), dont la paroi est si différente, ne 
sont pas identiques, malgré leur apparente similitude. On peut, 
d’autre part, difficilement concevoir que les formes ‘L d’une 
méme bactérie, obtenues grace A des agents inducteurs tels que 
la pénicilline, des acides aminés comme la glycine ou la méthio- 
nine (pl. I, fig. 30), les anticorps, le froid, les rayons X, dont les 
effets sur la paroi bactérienne ne sont certainement pas iden- 
liques, puissent étre absolument semblables. Le méme raison- 
nement est d’ailleurs valable lorsqu’on considére des formes L 
d’une méme bactérie, obtenues et conservées, soit sur un milieu 
isotonique, soit sur un milieu hypertonique. 

Indépendamment des deux types que nous avons décrits, il doit 
done exister une trés grande variété de formes L correspondant 
non seulement aux différentes espéces bactériennes qui ont été 
transformées, mais aussi, pour une méme espéce, a la fagon dont 
elles ont été obtenues ou conservées. Chacune de ces variéls 
posséde ses caractéres propres, en rapport avec les modifications 
plus ou moins profondes de sa parol. 


Pour arriver a grouper cette infinité de formes L, il va falloir 
adopter, en attendant de mieux connaitre chaque variété, une défi- 
nition assez large de l’ensemble des formes L, qui pourrait étre 
la suivante : éléments globuleux, issus de bactéries dont la paroi 
a été modifiée ou éliminée complétement par des facteurs divers, 
et susceptibles de se multiplier sur des milieux solides en donnant 
naissance & des colonies. 

Cette définition, trés large, permettrait d’exclure des formes L 
les éléments isolés dont nous avons fait mention au début de 
notre exposé et les protoplastes qui ne se reproduisent pas sur 
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les milieux solides ; elle permettrait d’englober toutes les formes L 
connues jusqu’a présent, quel qu’en soit le mode de préparation et 
quel qu’en soit le type, les sphéroplastes de Weibull et les formes 
elobuleuses non réversibles, dont nous avons signalé l’existence. 
Elle permettrait certainement, sans modification, de faire rentrer 
dans ses limites les formes L qui restent a découvrir. 


ResuME. 


L’introduction en bactériologie de termes nouveaux, tels que 
protoplastes et sphéroplastes, désignant des organismes globu- 
leux issus des bactéries soumises a des influences diverses, risque 
d’apporter de nouveaux motifs de confusion dans le probléme déja 
complexe des formes et des hactéries. 

Tl faut done essayer de tracer les limites qu'il faut attribuer 
a ces différents organismes. Comple tenu de l’ensemble de nos 
connaissances actuelles sur ce probléme, nous proposons les défi- 
nitions suivantes. 

Protoplastes : Organismes globuleux, issus des bactéries, dont 
Vabsence totale de paroi est démontrée, ne se divisant pas sur des 
milieux solides et incapables de reproduire les bactéries d’origine. 

IFormes L des bactéries (définition générale) : Eléments globu- 
leux, issus des bactéries dont la paroi a été modifiée ou éliminée 
complétement par des facteurs divers, susceptibles de se multiplier 
sur des milieux solides en donnant naissance a des colonies. 

Formes L du type B (sphéroplastes): Eléments globuleux, 
issus de bactéries, parol provisoirement incomplete, capables de 
se multiplier sur des milieux solides, susceptibles de reverser vers 
les bactéries d’origine lorsque l’agent inducteur a disparu. 


Formes L du type A : Eléments globuleux issus de bactéries, 
absence compléte de paroi, capables de se multiplier sur des 
milieux solides, ne possédant plus les facteurs nécessaires pour 
reconstituer les bactéries d’origine. 


Le tableau suivant fait ressortir les principaux caractéres des 
organismes considérés, 


MULTIPLICATION 
PAROL SUR REVERSION 
_- MILIEUX SOLIDES — 
Rrotoplastesins-arrtareerer: O O O 
Formes L type B (Sphéro- 
QRS) Gaaenaontoaacss incomplete + al. 


Formes Iii type Als... isis O a 
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SUMMARY 


DELIMITATION OF THE NOTION OF BACTERIAL L rorus : 
PROTOPLASTS, SPHEROPLASTS AND |. FORMS. 


The introduction in bacteriology of new words, such as proto- 
plasts and spheroplasts, applying to spherical bodies resulting 
from bacteria submitted to various influences, might be a source 
of confusion in the already complex problem of bacterial forms. 

The significance of these different words must therefore be 
delimited. In agreement with the to-day knowledge, the authors 
propose the following definititions : 

Protoplasts : Spherical bodies issued from bacteria, completely 
deprived of cell-walls, which do not divide on solid media and 
are unable of reversion to the original bacteria. 

L forms of bacteria (a general definition) : Spherical bodies 
resulting from bacteria the cell-wall of which has been modified 
or completely destroyed by various agents; they may multiply 
and yield colonies on solid media. 

L forms of type B (spheroplasts) : Spherical bodies issued from 
bacteria, with temporarily incomplete cell-walls, multiplying on 
solid media, able of reversion to the original bacteria when the 
inducing agent has disappeared. 

L forms of type A: Spherical bodies issued from bacteria, 
completely deprived of cell-walls, multiplying on solid media. 
having lost the factors necessary to reconstitute the original bac- 
teria. 

The following table shows the main properties of these 
organisms. 


MULTIPLICATION 
CELL-WALL REVERSION 
ON SOLID MEDIA 


Protoplasise neues erentor O O O 
L forms of type B (sphe- 
LOMLASLS) mpeses ceueretate incomplete + + 
Leatormesvor type Al ~ 15... O 4e O 
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COMPARAISON DU POUVOIR BACTERICIDE 
DES ASSOCIATIONS D’ANTIBIOTIQUES 
AU SEIN DU GROUPE ERYTHROMYCINE-SPIRAMYCINE- 
CARBOMYCINE-OLEANDOMYCINE 
SUR LES STAPHYLOCOQUES PATHOGENES. 


par R. CLUZEL, M. VERNER, R.- VAURS et M: CLUZEL-NIGAY (*). 


(Laboratoire de Bactériologie et Hygiéne, Faculté de Médecine 
et Pharmacie, Clermont-Ferrand.) 


L’importance croissante des staphylocoques pathogénes en 
pathologie infectieuse est 4 Vheure actuelle bien reconnue. Cette 
nolion est manifeste lorsqu’on examine la répartition des souches 
isolées systématiquement d’infections humaines [47]. De plus, la 
sensibilité de ces germes aux antibiotiques est en général relati- 
vement restreinte {24], et l’on sait toute la valeur du pouvoir bac- 
(éricide {20} d’un antibiotique ou d’une association d’antibiotiques 
dans les affections monomicrobiennes chroniques comportant des 
foyers ot les défenses de l’organisme jouent un role limité [8]. 
C’est a Pétude du pouvoir bactéricide des associations d’antibio- 
liques que nous nous sommes particulicrement intéressés. 


Lors de précédentes recherches [6, 7], l'un d’entre nous avait 
constaté fortuitement un effet bactéricide favorable de lassocia- 
tion érythromycine-oléandomycine sur les staphylocoques patho- 
génes. Nous avons cherché a savoir s’il s’agissait 1a, d’une part 
d’un fait susceptible d’étre généralisé & toutes les souches de cette 
espéce, d’autre part d’un résultat commun a toutes les associa- 
tions au sein du groupe érythromycine-spiramycine-carbomycine- 
oléandomycine. En effet, la résistance croisée [2, 18, 14, 16, 18, 419, 
22. 23, 24] dans ce groupe d’antibiotiques, bien que non absolue {4, 
44, 12, 15], est suffisamment établie pour qu’il soit logique d’ad- 
mettre une analogie d’action élroite entre ces quatre antibiotiques. 
Ceci devrait permettre, semble-t-il, leur remplacement réciproque 
sans quil v ait hénéfice A utiliser telle combinaison de deux 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 7 juillet 1960. 
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antibioliques de ce groupe plutot que telle autre. C’est en effet 
ce qui se passe pour le groupe des (étracyclines. Nous nous 
sommes done attachés A la comparaison du pouvoir bactéricide 
des six associations d’antibiotiques possibles entre érythromy- 
cine (E), spiramycine (Sr), carbomycine (Cm), oléandomycine Ol) 
sur 12 souches de staphylocoques pathogénes sensibles 4 ces 
différents antibiotiques. 

Une partie de nos expériences a été faite suivant la technique 
du transfert sur cellophane [4], autre ayant été réalisée plus 


rapidement par un procédé que nous avons récemment mis au 
point [8]: « la disposition en croix », dérivée du transfert sur 
cellophane. 


Le principe de ces deux méthodes est le méme. Nous le rappe- 
lons briévement : on fait diffuser préalablement les antibiotiques 
dans une gélose de base a partir de bandes de papier; on 
applique ensuite sur cette gélose un tambour de cellophane dont 
on ensemence l’intérieur avec la souche a étudier. Les antibio- 
tiques traversent la cellophane et agissent sur les germes. Aprés 
un temps de contact variant de six A vingt-quatre heures, on 
enléve le tambour et on V’applique sur une gélose sans antibio- 
uique. Les bactéries survivant a Vaction de l’antibiotique sont 


ASSOCIATIONS D’A 


NTIBIOTIQUES 


Friese e. 


EG. 
Annales de Uinstitut Pasteur, 99, n° 6, 1960. 
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capables de pousser A nouveau. Les résultats sont facilement 
conservés par des photographies du tambour de cellophane. 

Les bandes imprégnées d’antibiotiques ont été préparées a 
Vaide des solutions suivantes : 


E = 300 pg/cm® Cm = 800 pg/cm? 
Sr-= 1 500 pg/em? Ol = 800 pg/cm? 


L’interprétation des résultats de ces méthodes est assez connue 
pour gue nous n’entrions pas dans le détail. Les conclusions de nos 
expériences seront done trés simplement désignées par : anta- 
gonisme (fig. 1), indifférence (fig. 2) ou synergie (fig. 3) et ras- 
semblées dans le tableau I. 


TasLeau J. 


NoM DE LA SOUCHE SENSIBLE A ASSOCIATIONS RESULTATS 
REALISEES 


( E-Sr Synergie 
PBss NE Pe, ae an aaa 
Mais. tetera A. O. E. Sr. Gm. ; Ue a 
OU. No. Sr-Cm Synergie 
Sr-Ol Synergie 
Cm-Ol Indifférenze 
E-Sr Indifférence 
B. N. F.C. Po. a A 
Pes) Gaeeeee eee A. O. EB. Sr. Cm, ; Stasi 
OL Ne. Sr-Cm Synergie 
Sr-Ol Antagonisme 
Cm-Ol Indifférence 
| E-Sr Indifférence 
\ Neneh eo pe Indifférence 
CHS4.- eee Basra Ont Ove : Synergie 
oe Sr-Cm Indifférence 
Sr-Ol Indifférence. 
\ Cm-Ol Indifférence 
[ E-Sr Indifférence 
P.N. F.C. A.T. Ate a 
Kits: 2 eee O. E. Sr. Cm. Ol. ‘ Sa eeG 
No Se Sr-Cm Indifférence 
; Sr-Ol Indifférence 
\ Cm-Ol Indifférence 
k-Sr Indifférence 
E-Cm Synergie 
Giics, 5 SREP eee BN. BOE St, Cin. E-Ol Synergies 
Ol. No. Sr-Cm Indifférence 
Sr-Ol Antagonisme 
{ 


Cm-Ol Indifférence 
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TasLEAu I (suite). 


NOM DE LA SOUCHE SENSIBLE A ASSOCIATIONS RESULTATS 
REALISELES 


E-Sr Synergie 
E-Cm Synergie 
ek 2a BON. B.C) 2. Sr: f-Ol Synergie 
a ee he he A, ree y Cm. Ol. No. Sr-Cm Indifférence 
Sr-Ol Synersie 
Cm-Ol Indifférence 
E-Sr Synergie 
E-Cm Indifférence 
pit aie Oo cn 2B, BAPE: E-Ol Synergie 
Sr. Cm. Ol. Sr-Cm Synergie 
Sr-Ol Synergie 
Cm-O} Synergie 
E-Sr Synergie 
E-Cm Synergie 
Br B. N. E. Sr. E-Ol Synergie 
ae rotumareae (deals vorsi's ister sctohe, ears Gin, Ol No: eG Syireraie 
Sr-Ol Synergie 
Cm-O] Synergie 
E-Sr Indifférence 
E-Cm Indifférence 
IDO pMeoe ao ona ame rcor B.N. F. E-Ol Synergie 
Sr. Cm. Ol. Sr-Cm Synergie 
Sr-O] Synergie 
\ Cm-O1 Synergie 
E-Sr Indifférence 
E-Cm Indiffércnce 
Mee ce ere ntele) sto ievens Viorceee ve Woe ny. E-Ol Synergie 
ste x Desh ee (i Goe (ONE Sr-Cm Antagonisme 
Sr-Ol Indifférence 
Cm-0l Indifférence 
E-Sr Synergie 
E-Cm Synergie 
Gi B.N. F.C. 2. E-Ol Synergie 
? . Sr. Cm. Ol. No. Sr-Cm Synergie 
Sr-Ol Synergie 
( Cm-O! Indifférence 
E-Sr Synergie 
K-Ci Synergie 
B. No EAS 0: E-01 Synergie 
Ch... s+ sere er eeeeeeee $ E. Sr. Cm. Ol. No. Sr-Cm Indifférence 
| Sr-Ol Indifférence 
Cm-Ol Indifférence 


Si nous groupons les effets de ces 72 associations en fonc- 
tion de chacun des six types de combinaisons possibles 
(tableau II), nous remarquons que l’antagonisme est un phéno- 
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TasieaAu II. 


ASSOCIATIONS ANTAGONISME INDIFFERENCE SYNERGIE 
| Seth MURA Ge ae Orroroo oe on m4 0 6 6 
B= Gin Aap ancien ee ne ] 6 D 
150) Eero eS Brremaret ss or. 0 (0) 12 
SrCail. . cncmuoaiavearere ale haere tee ene J 1a) 6 
Si-O gue t ka stavetss correnrer ore nore ete 2D 4 6 
Cm2OD, «cscs cutie dryers ecsuate wetsinttenene 0 9 3 
Résiiltatse avs steevotisenceretteeeocreies 4 30 38 


mene rare (4 sur 72), que l’indifférence se rencontre trente fois 
sur soixante-douze et que la synergie est fréquente : 38 sur 72, 
notion classique que notre expérimentation vient confirmer [9, 40]. 
Cependant, et c’est 1a le point capital sur lequel nous voulons 
particuliérement insister, alors que la résistance croisée devrait 
exclure toute association préférentielle entre les antibiotiques de 
ce groupe, nous constatons que association E-Ol a un résultat 
synergique douze fois sur douze, c’est-a-dire dans 100 p. 100 des 
cas, alors que les meilleures des autres combinaisons possibles 
(E-Sr, Sr-Cm et Sr-Ol) ne sont favorables que dans la moitié des 
cas soit 6 sur 12. Les résultats les moins bons sont donnés par 
E-Cm (5 sur 12) et Cm-Ol (8 sur 12). 

Il semble done que Jassociation E-Ol soit tout spécialement 
intéressante, quant & son action sur les staphylocoques patho- 
génes. Comme nous l’avons dit au début de ce travail, ce fait 
constaté expérimentalement avait déja attiré notre attention. C’est 
pourquoi il importait, dans ce groupe comprenant des antibio- 
liques d’action trés voisine, d’essayer d’apporter Ja preuve qu’il 
s’agissait d’un phénomeéne particulier 4 association E-Ol et non 
(un simple effet d’addition (limite inférieure de la synergie) 
auquel on était en droit de s’altendre pour toutes les différentes 
combinaisons entre les antibiotiques de ce groupe, qui, nous le 
savons, présentent un spectre antibactérien trés voisin. De plus, 
nous tenons a souligner le pouvoir bactéricide en valeur absolue 
de Vassociation E-Ol, qui, bien que difficile a chiffrer mathéma- 
liquement par cette méthode, n’en est pas moins évident (fig. 3). 

D’autres auteurs [47], utilisant une technique différente (en 
milieu liquide [5]), viennent de rapporter récemment les résultats 
de leurs expériences qui ont porté sur 124 souches de staphylo- 
coques pathogénes. Hs démontrent l’effet bactéricide in vitro des 
associations entre l’érythromycine et des antibiotiques comme la 
néomycine, la tétracycline, le chloramphénicol, tout en insistant 
sur le fait que cet effet est imprévisible. 


Au terme de ce travail, nous voudrions rappeler que nos expé- 
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riences ont élé faites avec des souches de staphylocoques patho- 
genes sensibles aux quatre antibiotiques envisagés. D’autre part 
il est établi que chaque souche bactérienne présente un comporte- 
ment particuler vis-a-vis de l’éventail des antibiotiques. Ceci 
justifie done les nombreux tests de bactériostase et de bactéricidie 
effectués journellement. L’ensemble de ces considérations sou- 
ligne done, si cela était nécessaire, le grand intérét qui s’attache 
a l’existence d’un effet synergique in vitro de l'association érythro- 
mycine-oléandomycine sur des staphylocoques pathogénes. Nous 
nous garderons toutefois d’extrapoler ces résultats a tous les 
staphylocoques pathogénes que l’on peut isoler de prélévements 
pathologiques humains, en soulignant bien que cette association 
semble particuliérement efficace in vitro sur des souches de sta- 
phylocoques pathogénes sensibles aux antibiotiques du groupe 
étudié. Il reste évidemment 4 faire la preuve de l’existence d’un 
tel phénomeéne in vivo. 


RESUME. 


Liintérét de étude du pouvoir bactéricide des antibiotiques, 
isolés ou associés, est maintenant reconnu dans lorientation de 
toute antibiothérapie. Les auteurs rapportent leurs expériences 
effectuées par la technique du transfert sur cellophane et par une 
méthode dérivée, la disposition en croix, sur 12 souches de sta- 
phylocoques pathogénes sensibles entre autres a |’érythromycine, 
a la spiramycine, a la carbomycine et 4 l’oléandomycine. Pour 
chacun de ces germes ont été réalisées les six combinaisons pos- 
sibles deux par deux, entre ces quatre antibiotiques. L’analyse 
des résultats montre une synergie du couple érythromycine- 
oléandomycine dans tous Jes cas, tandis que les autres associa- 
tions sont moins favorables. 


SUMMARY 


COMPARISON OF THE BACTERICIDAL POWER OF ANTIBIOTIC 
ASSOCIATIONS WITHIN THE ERYTHRO-SPIRA-CARBO-OLEANDO GROUP ON 
THE PATHOGENIC STAPHYLOCOCCI. 


The interest of studying the bactericidal power of antibiotics, 
isolated or associated, in the orientation of every antibiotherapy 
is now acknowledged. The authors report the experiments they 
have carried out with the technique of transfer on cellophane and 
a derived method, cross disposition, on twelve strains of patho- 
genic staphylococci sensitive, among other products, to erythro- 
mycin, spiramycin, carbomycin and oleandomycin. For each of 
these microorganisms, the six possible two by two combinations 
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have been realized between these four antibiotics. The analysis 
of the results shows a synergy of the couple erythromycin-oleando- 
mycin in all the cases, whereas the other associations are less 
favourable. 
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PRESENCE DANS LE SERUM HUMAIN 
D’HETEROAGGLUTININES SPECIFIQUES 
DES ANTIGENES A ET C DU CHEVAL. 


par M™° L. PODLIACHOUK (*). 


(Centre d’Eltude des Groupes Sanguins des Animauz, 
Laboratoire d’Hématologie et des Groupes Sanguins, 
Institut Pasteur) 


‘L’existence de réactions croisées dans le domaine des groupes 
sanguins de l’homme et des animaux a été signalée par de 
nombreux auteurs {4, 3}. 

En ce qui concerne les systemes des groupes sanguins de 
homme et du cheval, Herman [2] en 1936, en absorbant le sérum 
des chevaux par des globules rouges d’homme et le sérum 
dVhomme par les globules rouges de cheval, a conclu qu’il existe 
de nombreuses similitudes dans les agglutinines et les antigénes 
érythrocytaires de homme et du cheval. 

Cependant nous n’avons pas observé de communauté antigé- 
nique entre les facteurs érythrocytaires humains A et B et ceux 
du cheval [4]. 

Nous avons, par contre, constaté la présence dans le sérum 
humain d’agglutinines spécifiques de certains facteurs érythrocy- 
taires du cheval, a savoir : A et C. Ceux-ci sont les plus fréquents 
chez les chevaux de France. La fréquence du facteur C est de 
86 p. 100, celle du facteur A de 75 p. 100. 

Lors d’études antérieures nous avons décelé dans le sérum 
d’aAne des hétéroagglutinines spécifiques de certains facteurs 
érythrocytaires équins, surtout du D [4, 5]. Cheval et Ane apparte- 
nant a la méme famille zoologique, équidés, le fait de l’existence 
dans le sérum d’ane d’agglutinines équines ne nous a pas paru 
surprenant, bien que les facteurs équins n’existent pas dans la 
structure antigénique globulaire asine. 

La découverte dans le sérum d’homme d’hétéroagglutinines 
spécifiques de caractéres érythrocytaires équins (atteignant parfois 
le titre 2000) nous a paru intéressante et méritant une analyse 


plus approfondie. 
(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 7 juillet 1960. 
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J. — Erupr sEROLOGIQUE. 


Matériel. 


a) Les sérums humains proviennent du poste de transfusion de 
l'Institut Pasteur. 
b) Les sangs des chevaux proviennent de l’Annexe de l'Institut 
Pasteur, a Garches. 
Techniques. 


a) La réaction d’agglutination est effectuée en tubes de Kahn, en 
mettant en contact 0,1 ml de sérum avec une goutte (0,05 ml) d’une 
suspension de globules rouges 4 1 p. 100 dans ]’eau physiologique. 

Apres trente minutes de contact & la température du laboratoire, on 
centrifuge pendant une minute A 1000 tours/minute et on fait la 
lecture a l’aide d’un miroir concave. 

b) Le titrage de l’agglutinine est effectué de la méme manitre sur 
une série de dilutions du sérum a examiner: 1/2, 1/4, 1/8, etc. 

c) L’absorption des agglutinines se fait sur un sérum chauffé a 56° C 
pendant trente minutes, 4 l’aide de globules rouges (lavés préalable- 
ment quatre fois dans de l’eau physiologique). Le volume du culot 
globulaire utilisé dépend du taux des agglutinines & absorber. Le 
sérum reste en contact avec le culot globulaire pendant deux heures a 
la température du laboratoire et ensuite seize heures a 4° C. On cen- 
trifuge le mélange et on récupére le liquide surnageant, c’est-a-dire la 
fraction absorbée du sérum. 


RESULTATS. 


Nous avons examiné Je sérum de sujets sains appartenant a 
différents groupes sanguins du systeme ABO. Ces sérums conte- 
naient des iso-agglutinines naturelles anti-A, anti-B ou anti-AB. 

La recherche dans le sérum humain d’agglutinines spécifiques 
des facteurs érythrocytaires équins exige l’élimination d’hétéro- 
agglutinine d’espéce : cheval anti-homme. Celle-ci s’effectue par 
labsorption du sérum humain a l’aide de globules rouges O du 
cheval. 

Les hématies du cheval ne contenant dans leur structure anti- 
génique aucun des facteurs érythrocytaires actuellement connus 
sont considérées comme appartenant au groupe sanguin O. ‘Leur 
fréquence est trés faible : de 1 a 2 p. 100 environ. 

La fraction du sérum humain ainsi absorbée est mise en 
présence de plusieurs séries de divers échantillons globulaires 
équins d’un groupe sanguin connu. 

A Vexamen de 60 échantillons de sérum humain, nous avons 
constaté, dans 50 p. 100 des cas, la présence d’agglutinines spéci- 
fiques des facteurs érythrocytaires A et C du cheval. Nous avons 
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trouvé anti-C 24 fois : son titre varie de 1 a 512, 2 fois il aftei- 
gnait 2 000. Anti-A titrant de 1 a 16 a été trouvé quatre fois et 
anti-AC deux fois. 


I faut souligner que le titre de l’isoagglutinine anti-C du cheval 
ne dépasse pas en général 32, tandis que le titre de l’hétéro- 
agglutinine anti-C du cheval existant dans le sérum humain peut 
atteindre le chiffre de 2 000. 


Il est difficile d’expliquer le phénoméne de prépondérance de 
Vhétéroagglutinine anti-C du cheval dans le sérum humain. Un 
fait analogue a été constaté pour l’agglutinine anti-D du cheval 
dans le sérum d’ane [4]. 


La présence dans le sérum humain de ces anticorps dézelant 
les facteurs A et C du cheval est indépendante de la présence 
des isoagglutinines naturelles anti-A et anti-B de ’homme. 


Le sérum humain mis en contact avec des hématies du cheval 
de n’importe quel groupe conserve ses isoagglutinines naturelles 
anti-A ou anti-B a leur taux initial. On constate parfois une dimi- 
nution du titre d’un tube (p. ex. de 256 a 128), ce qui est dd au 
processus d’absorption et de manipulation. 


L’élimination des isoagglutinines anti-A et anti-B du sérum 
humain ne diminue pas lactivité sérologique des hétéroaggluti- 
nines spécifiques des facteurs érythrocytaires équins anti-A et 
anti-C. 


Ces hétéroagglutinines sont thermolabiles ; elles sont entiére- 
ment détruites aprés le chauffage 4 65° C pendant trente minutes. 
Dans le tableau I nous présentons un exemple d’un sérum 


Tasteau I. — Etude du sérum « X ». 


Globules rouges O cheval C cheval 


sérum "X" 128 


sérum "X" absorbé par 
les globules rouges: 


B homme 
O cheval 
C cheval 


d’un sujet « X » appartenant au groupe sanguin A, qui contient 
une isoagglutinine anti-B titrant 256, une hétéroagglutinine anti-C 
de cheval titrant 128 et une hétéroagglutinine d’espéce (homme 
anti-cheval) titrant 16. 
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Lactivité du sérum vis-a-vis des hématies O et C du cheval 
est conservée apres l’absorption de son isoagglutinine anti-B. 
L’absorption de lhétéroagglutinine équine laisse intacte lactivité 
de l’isoagglutinine humaine anti-B. 

Le tableau II présente un exemple analogue d’un sérum d’un 


Tasteau IJ. — Etude du sérum <« Y ». 


Globules rouges O cheval C cheval 


sérum "Y" absorbé par 


les globules rouges: 
A homme 
B homme 
O cheval 
C cheval 


sujet « Y» appartenant au groupe sanguin O. II contient des 
isoagglutinines anti-A et anti-B titrant respectivement 128 et 16, 
une hétéroagglutinine anti-C de cheval titrant 512 et une hétéro- 
agglutinine d’espéce (homme anti-cheval) titrant 16. 

Le tableau III présente le sérum d’un sujet « Z » appartenant 


Tasieau IJ]. — Etude du sérum « Z ». 


Globules rouges O cheval A cheval 


sérum "Z" absorbé par 

les globules rouges: 
A homme 
O cheval 
A cheval 


au groupe sanguin B, qui contient une isoagglutinine anti-A 
titrant 64, une hétéroagglutinine anti-A de cheval titrant 16 et 
une hétéroagglutinine d’espéce titrant 4. 

Le sérum du sujet « V » contenant une hétéroagglutinine anti-C 
équin (d’un titre 2 000) contenait également un anticorps anti-Rh 
sous forme incomplete, titrant 128 vis-a-vis des globules rouges 
traités par la papaine. 
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‘La présence d’anti-C équin dans le sérum humain ne dépend 
pas de la présence d’anti-Rh, ce que montre le tableau IV. 
L’absorption de ce sérum par les hématies C de cheval ne diminue 
pas activité du sérum examiné vis-a-vis des hématies papainées. 
D’autre part l’absorption par les hématies O Rh + w’influence 
pas l’activité de l’hétéroagglutinine anti-C de cheval. 

Ainsi nous avons constaté au cours de l'étude sérologique que 


TasLeau IV. — Etude du sérum « V ». 


O Rh + 


Globules rouges 
Be papainés 


C cheval 


sérum "v" 128 2000 


sérum "V" absorbé par 
les globules rouges: 
O Rh + papainés 
C cheval 


les hétéro-anticorps spécifiques des facteurs érythrocytaires A et 
C du cheval existent dans le sérum humain, indépendamment de 
la présence des isoagglutinines naturelles anti-A, anti-B et 
anui-Rh. 


Il. — EvupE IMMUNO-ELECTROPHORETIQUE. 


Nous avons essayé de localiser ces ageglutinines anti-facteur 
érythrocytaire C du cheval par l’électrophorése en gélose et de 
vor si leur mobilité est différente de celle des isoagglutinines 
naturelles humaines. 

Les hétéroagglutinines anti-A de cheval ayant un titre assez 
faible (ne dépassant pas 16) ne pouvaient pas étre étudiés par 
immuno-électrophorése. 


TECHNIQUES. 


Une analyse immuno-électrophorétique, selon le principe décrit par 
Grabar et Williams, a été faite en gel de gélose 4 1 p. 100, en tampon 
véronal sodique de pH 8,2 de force ionique y 0,05. La durée du passage 
du courant est de deux heures avec 5-6 V/cm, pour une plaque de 
gélose de 12 x 17 cm’. 

Pour localiser l’activité sérologique des fractions du sérum humain, 
on découpe les plaques de gélose, immédiatement aprés la migration, 
en bandelettes d’une largeur de 0,25 cm. Ces bandelettes, représentant 
toutes les fractions du sérum, sont mises dans des tubes et on ajoute 
dans chaque tube 0,25 ml de NaCl A 2 p. 100. Ensuite on congéle les 
fractions 3 — 20° C. Le lendemain on les dégtle brusquement en les 
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plongeant dans un bain-marie 4 37° C. Aprés quinze minutes de cen- 
trifugation 4 5 000 tours/minute on récupére les éluats qui sont soumis 
A une étude sérologique. Les tubes contenant les éluats sont numérotés 
a partir de la zone de départ (la cuve, qui est désignée par zéro) — 1, 
— 2, — 8, etc., vers la cathode, + 1, + 2, + 3, etc., vers l’anode. 
Pour repérer Vempla acement des fractions on dispose, sur le bord 


de la plaque, du sérum normal qui est soumis 4 une étude immuno- 
électrophorétique avec un immunsérum de cheval antisérum humain 
normal. 

Les éluats sont teslés vis-a’-vis de globules rouges C de cheval et de 
globules rouges humains A et B, selon le cas. Les éluats des fractions 
actives (ayant un pouvoir agglutinant) sont soumis 4 une étude quan- 
titative en déterminant le titre d’agglutinine. 


RESULTATS. 


L’étendue de la zone oti l’on constate la présence d’activité 
sérologique dépend de la qualité du sérum (taux de l’agglutinine), 
la quantité soumise 4 la migration étant toujours Ja méme : 
0,3 ml. 


Trois sérums ont été étudiés (tableau V). Les isoagglutinines 


Tasrrau V. — Activité sérologique des éluats. 


Activité sérologique des éluats 


Bovey i) SR HO SS) <O yp SG Ss Se cE 


rouges 


C cheval 
B homme 


C cheval 
B homme 


C cheval 
A homme 


—: absence d’agglutination; 1, 2, 3, 4: degrés d’agglutination; *: taux 
maximum de lagglutinine. 


naturelles humaines ont été retrouvées pour les sérums 1 et 38, 
respectivement dans des bandelettes de —6 a 0, et de —7 
a + 1, avec leur maximum dans des bandelettes — 1 et — 2. 


Cette zone est la zone des £,-globulines, comme cela a déja été 
prouvé par les travaux de divers chercheurs, 


En ce qui concerne les hétéroaglutinines anti-C de cheval, leur 
activité a été constatée dans des bandelettes de —14 441 ‘selon 
le cas. ‘Pour Je n° 1, e’est’ la zonexdes—-14 A~=.8 avee. son 


ANTICORPS EQUINS DANS LE SERUM HUMAIN 889 


maximum dans la bandelette —12 qui se trouve a 2 cm de la 


fin de la ligne de globulines y, ce qui correspond au pic des elo- 
bulines y. Cependant, pour le n° 2 l’activité d’anti-C de cheval se 


trouve dans les bandelettes de — 12 a + 1 avec son maximum 
dans — 6. Pour le n° 8 elle a été constatée dans la zone des ban- 
delettes de — 11 A —4 avec son maximum dans — 8. 


Nous voyons que l’activité de Vanti-C de cheval est localisée 
dans la zone des globulines y, mais sa mobilité varie avec chaque 
cas étudié. On peut supposer que l’apparition de l’anti-C de 
cheval dans le sérum humain est le résultat d’une immunisation 
par un antigéne quelconque, bactérien ou autre, répandu dans 
la nature, qui a une communauté antigénique avec le facteur 
globulaire C du cheval. 


On sait que l’immunisation de lapins ou de chevaux par des 
antigénes bactériens provoque l’apparition d’anticorps qui, au 
début, sont situés dans les y-globulines lentes. En augmentant la 
durée de l’immunisation on les trouve dans la zone des globu- 
lines y de plus en plus rapides. 


Les différentes localisations des trois anti-C équin, c’est-a-dire 
leurs différentes mobilités électrophorétiques, peuvent étre expli- 
quées par la durée plus ou moins longue d’immunisation de divers 
sujets par un antigéne inconnu de nous, ayant une communauté 
antigénique avec le facteur érythrocytaire C du cheval. 


CONCLUSION. 


L’étude immuno-électrophorétique nous a permis de préciser 
la localisation des hétéroagglutinines spécifiques du facteur éry- 
throcytaire C du cheval, qui sont situées dans la zone des glo- 
bulines y et celle des isoagglutinines naturelles anti-A et anti-B 
de ’ homme dans la zone des globulines p,. 

Ainsi [étude immuno-électrophorétique a confirmé l’indépen- 
dance, constatée au cours de l’étude sérologique, de ces deux 
types d’agelutinines existant dans le sérum humain. 


{\ESUME. 


Nous avons mis en évidence dans 50 p. 100 des sérums humains 
étudiés la présence des hétéroagglutinines spécifiques des fac- 
teurs érythrocytaires A et C du cheval. 

L’étude sérologique et immuno-électrophorétique nous a permis 
de constater leur indépendance des isoagglutinines naturelles 
humaines et leur localisation (dans l’électrophorése sur gélose) 
dans la zone des globulines y. 
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SUMMARY 


EXISTENCE IN HUMAN SERUM OF HETERO-AGGLUTININS SPECIFIC 
FOR HORSE A AND C ANTIGENS. 


These agglutinins were demonstrated in 50 °%, of the sera 
studied. 

The serologic and immuno-electrophoretic study shows that 
they differ from normal human iso-agglutinins and that they are 
localized (gel-electrophoresis) in the y globulins zone, 


x 
** 


Nous tenons A remercier vivement M. Nicol, Directeur de 
l’Annexe de |’Institut Pasteur 4 Garches, les docteurs-vétérinaires 
Girard et Corvazier, qui ont bien voulu nous fournir les échan- 
tillons de sang des chevaux. 
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L’ALLERGIE CUTANEE 
DANS LA PSEUDO-TUBERCULOSE EXPERIMENTALE 
DU LAPIN (’) 


par J.-R. HELLUY, E. de LAVERGNE, J.-C. BURDIN, J. SCHMITT 
et G. PERCEBOIS. 


(Laboratoire de Bactériologie et Parasitologie. 
Faculté de Médecine de Nancy) 


Parmi les méthodes biologiques permettant le diagnostic de la 
pseudo-tuberculose chez lanimal, outre l’isolement du germe et 
la recherche des anticorps humoraux, il faut rappeler l’intérét de 
la mise en évidence de l'état d’allergie spécifique développé au 
cours de la maladie. 


Depuis plusieurs années, l’allergie dans la pseudo-tuberculose 
expérimentale du lapin a retenu notre attention. Des travaux ont 
déja été faits en ce domaine, mais, d’une part Jes antigénes pré- 
parés par différents auteurs pour mettre en évidence |’état 
d’allergie n’étant pas entiérement satisfaisants, nous avons été 
conduits a rechercher un nouvel antigéne, d’autre part, nous 
désirions préciser certains points, tels que: la date d’apparition 
de l’allergie, l’existence ou non d’allergie croisée entre les diffé- 
rents types antigéniques de C. pseudotuberculosis, enfin l’exis- 
tence ou non d’hétéro-allergie vis-a-vis d’autres membres impor- 
tants de la famille des Parvobacteriaceae, A savoir: P. septica, 
P. tularensis et Brucella. 

Nous venons de dire que certains auteurs avaient utilisé divers 
antigénes. 

Bachman [4], le premier, en 1922, proposa un filtrat de culture 
de diverses souches de C. pseudotuberculosis, chauffé a 65°. 


Dessy [2], en 1925, prit aussi un filtrat de culture, mais de 
germes ayant proliféré quinze jours en bouillon glycériné. 


Saenz et Costil [8], en 1932, génés par la survenue d’une épi- 
démie de pseudo-tuberculose dans leur élevage de cobayes, 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 7 juillet 1960. 
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s’efforcerent de déceler les animaux malades par une réaction 
d’allergie. Ils cullivérent a cet effet plusieurs souches de bacilles 
de Vignal et Malassez sur gélose. Aprés six jours ils préparérent 
une suspension de ces germes en eau physiologique formolée 
a3 p. 1 000, qu’ils laissérent a l’étuve 4 37° pendant quinze jours. 
Ramené a 1 cg de corps microbiens par millilitre, l’antigéne était 
prét a étre employe. 

En 1937, Boquet [4] utilisa pour ses intradermo-réactions une 
culture en bouillon, chauffée une heure a 60°, puis centrifugée et 
décantée. Cet auteur, ayant obtenu des réactions cutanées posi- 
lives chez des animaux témoins apparemment indemnes de pseudo- 
tuberculose, estime « que de ce fait elles perdent une partie de 
leur valeur diagnostique ». 


Communal [5], dans sa thése de 1945, rapporte les essais entre- 
pris pour mettre en évidence l’allergie chez des singes M. rhesus 
du jardin zoologique de Marseule, Pun d’entre eux étant mort de 
pseudo-ltuberculose. L’injection intradermique de 0,1 ml d’une 
culture de bacilles de Vignal et Malassez, agée de trois semaines 
et chauffée soixante minutes a 60°, se révéla négative, mais les 
singes morts quinze mois plus tard semblaient indemnes de la 
maladie. 


Enfin Maraccini [6], ayant lui aussi constaté une épidémie dans 
son élevage de cobayes, proposa de reconnaitre les animaux 
infectés par l’injection d’un filtrat de culture. L’auteur ent 
80 p. 100 de résultats cutanés positifs, mais aucun de ces cobayes 
ne présentait de signe de maladie, et tous étaient vivants six mois 
plus tard. Ce qui permet de douter de la spécificité de sa réaction. 


Nous voyons donc que les antigénes proposés pour mettre en 
évidence par intradermo-réaction l’allergie dans la pseudo-tuber- 
culose animale sont: soit des corps microbiens ou des cultures 
de germes tués par le formol ou la chaleur, soit des filtrats de 
culture. 


Jr, les expérimentateurs qui ont utilisé ces différents antigénes 
reconnaissaient n’avoir pu obtenir de résultats satisfaisants. Nous- 
mémes avons préparé les différentes sortes d’antigénes ainsi pro- 
posés : nous les avons injectés par vole dermique ia 25 lapins 
neufs, c’est-a-dire & des animaux non malades, qui n’avaient pas 
été en contact avec des bétes infectées et qui ne possédaient pas 
dans leur sérum d’agglutinines vis-a-vis de C. pseudotuberculosis, 
méme a des taux bas ; nous avons constaté que la plupart de ces 
lapins témoins présentaient une intradermo-réaction positive. II 
s’agissait done de tests faussement posilifs. La présence de pro- 
téines contenues dans les corps microbiens ou les filtrats de 


culture était responsable de ces phénoménes cutanés inflamma- 
toires non spécifiques. 
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Aussi avons-nous cherché & préparer un autre antigéne, suscep- 
tible de nous donner de meilleurs résultats. Et pour ce faire nous 
avons utilisé la technique dont s’était servi V. de Lavergne [7] 
pour préparer la tularine. 


TECHNIQUE DE PREPARATION DE L’ANTIGENE. 


Etant donné l’existence de 5 types antigéniques différents de 
C. pseudoluberculosis, nous avons préparé les 5 antigénes corres- 
pondants pour les intradermo-réactions (1). 

Nous avons opéré comme suit : chacun des types de bacilles de 
Vignal et Malassez est ensemencé sur 10 tubes de gélose ordinaire 
et mis quarante-huit heures a 37°. 

Les cultures sont alors émulsionnées en eau physiologique et 
placées en ballons capuchonnés durant vingt jours a 37°. Pendant 
ce temps-la, les corps microbiens s’autolysent et les antigénes 
spécifiques peuvent diffuser dans le milieu. 

Ensuite la turbidité est appréciée au spectrophotométre de 
Spekker et une dilution effectuée pour obtenir une méme densité 
optique. 

Afin d’éliminer les débris de stromas bactériens, |’émulsion est 
centrifugée dix minutes a 4600 t/mn, et le surnageant mis en 
ampoules qui seront scellées et chauffées une heure a 55°. Bien 
entendu, un controle de stérilité est effectué. 

Pour pratiquer nos intradermo-réactions, nous avons injecté 
0,1 ml d’antigéne dilué au 1/10 en eau physiologique et nos lec- 
tures ont été faites a la quarante-huiticme heure. 


RESULTATS. 


1° Valeur de nos antigénes. — Nous étions donc en possession 
de 5 lots d’antigénes préparés identiquement, mais a partir de 
chacun des 5 types antigéniques de C. pseudotuberculosis. 

Tout d’abord nous avons voulu vérifier que les antigénes étaient 
incapables de délerminer de fausses réactions chez des animaux 
témoins. 

Aussi avons-nous procédé a des intradermo-injections a 90 lapins 
non infectés. 

82 de ces animaux n’eurent aucune réaction, quel qu’ait été le 
type d’antigéne injecté. 

5 lapins montrérent, aprés quelques heures, un léger érythéme 
au point d’injection, mais il fut toujours peu intense, trés fugace 
et a la quarante-huitiéme heure il avait disparu. 


(1) Nous remercions M. le D® Girard, Chef de Service a ]'Institut Pas- 


teur, qui a mis a notre disposition les différentes souches de C. Pseudo- 
tuberculosis. 


Annales de l'Institut Pasteur, 99, n° 6, 1960. 58 
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Enfin 3 lapins présentérent une intradermo-réaction paraissant 
nettement positive, mais s’il y avait une rougeur manifeste, il 
manquait l'élément papuleux qui accompagne toujours la réaction 
allergique. 

Nos antigénes ne nous donnaient done pas de fausses réactions. 

Dans une seconde série d’expériences, nous avons alors eu 
pour but d’étudier les réactions cutanées d’animaux infectés. 


25 lapins furent répartis en 5 groupes. Ceux du premier lot 
recurent une injection de 0,5 ml d’une émulsion de bacilles de 
Vignal et Malassez, vivants et virulents de type I; les animaux 
du deuxiéme lot recurent la méme dose de germes du type II, 
et ainsi de suite, les 5 groupes de 5 lapins recevant les 5 séro- 
types de C. pseudotuberculosis. 

Aprés une dizaine de jours, nous avons pensé que |’infection 
s’était suffisamment développée pour créer |’état d’allergie, et 
nous avons alors pratiqué a nos lapins des intradermo-injections ; 
chaque lot d’animaux recevant l’antigeéne du type correspondant. 

Des la vingt-quatriéme heure, nous avons noté dans tous les 
cas, au point d’injection, l’existence d’un érythéme ayant son 
maximum d’intensité au deuxiéme jour. A cette date, outre la 
macule, nous avons constaté |’existence d’une papule de 1 cm de 
diamétre environ. 

Les jours suivants la réaction s’estompe et disparait finalement 
sans laisser de traces. 


2° Date d’apparition de l’allergie. — Pour situer la durée de 
la phase ante-allergique, 25 lapins neufs furent utilisés, et comme 
précédemment répartis en 5 groupes correspondant aux 5 types 
de C. pseudotuberculosis. Infecltés par voile sous-cutanée, les 
animaux subirent des intradermo-injeclions aux _ troisiéme, 
cinquiéme et septiéme jours, avec le type d’antigéne correspon- 
dant au sérotype qui avait servi a Vinoculation. 

Les intradermo-réactions étaient toutes négatives au troisiéme 
jour; par contre les 25 animaux réagissaient positivement au 
cinquiéme jour. 

Nous avons dés lors considéré que l’allergie fait son apparition 
au cinquiéme jour chez le lapin infecté expérimentalement. 


Dans la littérature, nous n’avons trouvé qu’une référence, celle 
de Dessy, qui situe au quatriéme jour le virage de |’intradermo- 
réaction. 

Ces faits ne sont plus exacts chez des animaux qui recoivent 
non plus le germe vivant, mais le germe tué. Chez 10 lapins 
inoculés dans ces conditions, c’est a la troisiéme semaine seule- 
ment que l’intradermo-réaction est devenue positive. 
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3° Absence de spécificité de type. — Nous avons dit que nous 
avons préparé 5 antigénes différents, puisqu’il existe 5 types de 
C. iseudotubenculosis Nous nous sommes alors demandé si 
Vallergie était spécifique du type ou non. 

Les "25 animaux inoculés dans l’expérience précédente furent 
utilisés et, au quinziéme jour de leur infection, les lapins du pre- 
mier lot infectés par des bacilles de Vignal et "Malassez de type I 
recurent en injections intradermiques les antigeénes des types II, 
Ill, IV et V; tous réagirent nettement et positivement a la 
quarante-huitiéme heure. 

Nous opérames de méme avec les autres lots d’animaux. Dans 
tous les cas nous avons pu constater que l’allergie n’était pas 
spécifique du type et qu’un antigéne préparé avec un type était 
capable de révéler l’allergie provoquée par l’injection d’un autre 
sérolype. 

Nous retrouvons, a propos de la pseudo-tuberculose, ce qui est 
bien connu dans la brucellose. La réaction de Burnet a la méli- 
tine est positive, quelle que soit la Brucella en cause : melilensis, 


abortus ou suis. 


4° De la non-existence d’hétéro-allergie vis-a-vis de P. tuia- 
rensis, P. septica et Brucella. — Outre le bacille de Vignal et 
Malassez, la famille des Parvobacteriaceae comprend des germes 
fréquemment rencontrés chez l'homme ou lanimal dans nos 
régions, a savoir P. septica, P. tularensis et Brucella. 

Aussi avons-nous voulu savoir si des animaux infectés par ces 
différents germes étaient susceptibles de réagir & J injection 
dermique de notre antigéne pseudo-tuberculeux, et inversement. 

Des expériences répétées chez 8 lapins, il ressort qu’en aucun 
cas nous n’avons pu déceler de réactions d’allergie croisée entre 
ces quatre espéces bactériennes. 

L’allergie dans la pseudo-tuberculose expérimentale du lapin 
parait donc bien spécifique. 


CONCLUSIONS. 


Telles sont les recherches que nous avons poursuivies chez 
Panimal. 

Or, dans la littérature médicale, le rdle de P. pseudotubercu- 
losis, dans ]’étiologie de certaines adénopathies mésentériques, a 
été souligné a diverses reprises en ces derniéres années, et le 
diagnostic biologique a toujours reposé sur l’isolement du germe 
ou le sérodiagnostic. A priori, un état d’allergie doit exister dans 
infection humaine, comme il se manifeste dans ]’infection expé- 
rimentale. 
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D’ailleurs Girard et Mollaret [8], en 1959, ont expérimenté un 
filtrat de culture dans ce but. 

Il est dans notre intention d’utiliser chez homme notre anti- 
gene, qui nous a donné toute satisfaction dans la pseudo-tubercu- 
lose du lapin. 


RESUME. 


Les auteurs, suivant la technique de préparation de la 
tularine, ont utilisé un nouvel antigéne pour mettre en évidence 
Vallergie par intradermo-réaction, dans Ja pseudo-tuberculose 
expérimentale du lapin. Cet antigene est spécifique de Vespéce, 
mais non du type antigénique, et ne donne pas de fausses réac- 
tions positives ; l’allergie apparait dés Je cinquiéme jour. Enfin, 
il n’y a pas d’allergie croisée entre P. pseudotuberculosis, P. tula- 
rensis, P. septica et Brucella, 


SUMMARY 


SKIN ALLERGY IN EXPERIMENTAL RABBIT PSEUDOTUBERCULOSIS. 


The authors applied de Lavergne’s technique for preparation 
of tularin to the preparation of a new antigen allowing to obtain 
an intracutaneous reaction in rabbit pseudotuberculosis. 

This antigen is species specific, and not type specific, and does 
not yield false positive reactions. The allergy appears on the 
Sth day. 

There is no cross-allergy between P. pseudotuberculosis, 
P. tularensis, P. septica and Brucella. 
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VACCINATION D’ANIMAUX DE LABORATOIRE 
AVEC DES STREPTOCOQUES 


I. - AVEC DES GERMES TUES PAR LA CHALEUR. 
il.- AVEC DES GERMES VIRULENTS, VIVANTS, SOUS PROTECTION D’ANTIBIOTIQUES 


par F. BOYER (*). 


(Institut Pasteur. Service de Chimie Thérapeutique B) 


Les essais d’immunisation d’animaux de laboratoire avec des 
streptocoques sont tres nombreux. Les résultats sont assez diffé- 
rents suivant les auteurs et les souches utilisées, mais en général 
ils sont assez peu satisfaisants. Avec l’avénement des sulfamides 
et autres antibiotiques les travaux sur ce sujet ont été quelque 
peu ralentis. Cette question n’a cependant pas été perdue de vue 

t, dés 1937, M™° Tréfouél, Nitti et Bovet [4] signalaient que des 
souris et ane lapins, guéris d’une streptococcie expérimentale par 
des sulfamides, se comportaient comme des animaux neufs lors 
dune nouvelle infection avec la méme souche de streptocoques 
et répondaient a nouveau favorablement a un traitement sulfa- 
midé. De son cété, Jawetz, en 1945 [2] trouve que les animaux, 
guéris d’infections streptococciques expérimentaies par la péni- 
cilline, ne présentent aucune immunité a l’égard d’une infection 
ultérieure. 

Par contre, Pattison [3], infectant des souris par deux fois 
a sept jours d’intervalle avec des streptocoques du groupe B et 
les guérissant avec de la pénicilline, obtient une immunité chez 
ces animaux vis-a-vis de la méme souche de streptocoques. 

Avec d’autres germes, Levaditi, Vaisman et Chaigneau-Erhard [4] 
conférent une immunité a des souris par des infections réitérées en 
protégeant ces animaux avec de la tétracycline. 

Fari [5] démontre que l’antibiothérapie précoce peut, dans cer- 
taines conditions, empécher la formation d’anticorps chez des 
souris infectées avec S. typhimurium et D. pneumoniae. 


Dans les expériences que nous rapportons ci-dessous, nous avons 
tenté d’établir une comparaison entre l’action immunisante de 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 7 juillet 1960. 
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streptocoques tués par chauffage et ces mémes germes virulents, 
vivants, inoculés A des animaux protégés avec de la pénicilline ou 
du paraminophényl-sulfamide, 


I. — VaAccINATION AVEC DES GERMES TUES PAR LA CHALEUR. 


Préparation du vaccin. — Deux souches de streptocoques hémo- 
lytiques trés virulentes, l’une du groupe A (souche Digonnet 7) et 
l'autre du groupe C (souche Griffith), ont été utilisées pour la pré- 
paration du vaccin. Ces germes ont été cultivés dans de l'eau 
peptonée, glucosée a 2 p. 1 000. Chaque souche a été ensemencée 
séparément dans 100 ml de milieu. Aprés vingt-quatre heures de 
séjour a 37°, les germes sont recueillis et lavés, par centrifugation, 
avec de l’eau physiologique. Aprés deux lavages, les culots sont 
4 nouveau émulsionnés dans l’eau salée a 8 p. 1 000, mis en tubes 
qui sont scellés et chauffés, pendant une heure, au bain-marie 
a 60°. Les émulsions des deux souches contenant environ 40 mil- 
liards de germes par millilitre sont alors mélangées. 


Technique d’immunisation. — Six lots de 40 souris de 15 g 
environ ont été utilisés dans cette expérience. 

Le vaccin a été injecté par voie intrapéritonéale, deux fois par 
semaine pendant cinq semaines conséculives. 

‘Les souris du premier lot ont recu 1 million de germes a chaque 
injection. Celles du deuxiéme lot 10 millions, du troisiéme lot 
100 millions, du quatriéme lot 500 millions, du cinquiéme lot 
1 milliard et celles du sixiéme lot 2 milliards. Un septiéme lot de 
40 souris a recu dans les mémes conditions 0,5 m] d’eau_ physio- 
logique au lieu de vacin ; elles serviront de témoins de virulence 
des souches lors de |’épreuve d’immunisation. Celle-ci a été faite 
cinq jours aprés la derniére injection de vaccin, les souris 
pesaient 4 ce moment 25 a 30 g. 


Inoculation d’épreuve. — Chaque lot de souris vaccinées a été 
divisé en quatre groupes de 10 animaux chacun. 

Ces souris ont été inoculées avee les mémes souches qui ont 
servi & la préparation du vaccin. Ces souches ont été cultivées 
dans du bouillon plus un tiers d’ascite pendant dix-huit heures 
a 37°. Les dilutions de germes sont faites dans du liquide de 
Tyrode. 

Pour chacun des lots et pour chaque souche un lot de souris 
a recu 0,5 ml de dilution a 10-*, et l’autre lot 0,5 ml de dilution 
a 10~. Ces doses représentent respectivement environ 10 000 et 
10 millions de doses mortelles. Un lot de 10 souris non vaccinées 
(témoins de virulence des souches, ayant recu uniquement de l’eau 
physiologique) a été ajouté pour chaque dose et pour chacune des 
souches, 
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Les résultats sont rassemblés dans le tableau I. 

L’examen de ce tableau montre qu’il est nécessaire, dans les 
conditions de nos expériences, d’injecter aux souris au moins 
100 millions de germes pour voir apparaitre une légére résistance 
contre 10 000 doses mortelles de streptocoques. 

Les résultats sont meilleurs lorsque le nombre de germes 


x 


Tasteiu I. — Résistance des souris vaccinées 4 l’infection. 


Souris Griffith - Groupe C 


Souris survivantes chaque jour|Souris survivantes chaque jour 


as(asleclasltaehastacelgalusl setaalas(echacheanaae 


(1) Nombre de germes inoculés 4 chaque injection, (2) Nombre de doses mortelles 
inoculées. 


injectés pour la vaccination est plus élevé, et les souris immu- 
nisées avec 2 milliards de germes aA chaque injection, soit 
1 milliard de chaque groupe sérologique, témoignent d’une résis- 
tance marquée, méme contre 10 millions de doses mortelles des 
mémes souches. 


Il. — VaccINATION AVEC DES STREPTOCOQUES VIRULENTS, VIVANTS, 
INOCULES A DES ANIMAUX PROTEGES PAR DES ANTIBIOTIQUES. 


Les essais que nous rapportons ci-dessous ont été effectués chez 
la souris suivant plusieurs procédés. 

La souche de streptocoques utilisée (souche Digonnet 7) a, dans 
tous les cas, été cultivée en bouillon-ascile & 37°, pendant dix- 
huit a vingt-quatre heures. Les germes ont été dilués dans du 
liquide de Tyrode et injectés aux animaux par vole intrapérito- 


néale. 
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Expériences chez la souris. — Quatre lots de 20 souris de 
18 a 20 g ont été infectés avec 0,5 ml d’une dilution a 10~. 

Des Pintecuon, les animaux du lot a ont été traités par vole 
intragastrique avec 10 mg de paraminophényl-sulfamide (1162 F). 
Un deuxiéme et un troisiéme traitement ont été administrés vingt- 
quatre et quarante- -huit heures plus tard. 

Les souris du lot b ont regu 100 unités de pénicilline par jour 
en deux injections sous-cutanées. Le traitement a été poursulvl 
pendant trois jours. 

Le lot ¢ a été traité dans les mémes conditions que le lot b, mais 
linfection et le traitement ont été renouvelés pendant quatre 
semaines. 

Le lot da été traité avec 500 unilés de pénicilline en deux injec- 
tions par jour pendant trois jours. 

Le lot e a recu 500 unités de pénicilline par jour, l’infection et 
le traitement ont élé répétés pendant quatre semaines. 

Dans une deuxiéme expérience nous avons inoculé a 40 souris 
des doses de streptocoques deux cents fois supérieures (1 ml de 
dilution a 10-%). En conséquence, nous avons administré a ces 
animaux 5000 unités de pénicilline par jour. 


Vingt souris (lot f) ont été infectées une seule fois et traitées 
pendant trois jours consécutifs. Chez les 20 autres animaux (lot g) 
infection et le traitement ont été répétés pendant quatre semaines. 

Dans tous les cas, linoculation d’épreuve a été faite dix jours 
apres la dermiére infection. 

Les souris servant de témoins de virulence de la souche ont 
recu 0,5 ml de liquide de Tyrode stérile dans la cavité péritonéale 
et un traitement antibiotique dans les mémes conditions que les 
souris infectées. 


Résultats. — Nous avons groupé les résultats de ces deux expé- 
riences dans le tableau II. 


Ce tableau indique que les souris infectées et guéries une seule 
fois avec le sulfamide ou Ja pénicilline, quelle que soit la dose 
de streptocoques inoculée et la dose de médicament administrée 
meurent comme des témoins neufs lors d’une nouvelle infection. 
Ces résultats sont en accord avec ceux signalés par divers 
auteurs [4, 2]. Une légére résistance semble apparaitre chez les 
souris infectées avec 10 000 doses mortelles de streptocoques et 
traitées a quatre reprises. 


Mais c’est seulement quand l’infection et le traitement ont été 
faits a fortes doses et a plusieurs reprises que la résistance de 
ces animaux est trés marquée. Les 10 souris infectées avec 
10.000 mille doses mortelles ont résisté, ainsi que 3 sur les 10 
ayant recu 1 million de doses mortelles. De plus, ces 13 souris 
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ont été sacrifiées 4 Ja fin de l’expérience, c’est-a-dire douze jours 
apres l’inoculation d’épreuve. Leur sérum sanguin a été injecté 
par vole sous-cutanée 4 10 souris neuves, a raison de 0,25 ml par 
souris, six heures avant l’inoculation de 10000 doses mortelles 
de la méme souche de streptocoques. Les 10 souris étaient bien 
portantes dix jours plus tard, tandis que 10 témoins non traités 
étaient morts entre la seiziéme et la vingt-quatri¢me heure apres 
P inoculation. 

Il nous a été impossible d’obtenir ces résultats en traitant des 


TasLeau II, 


Inoculation Nombre de souris survivantes Nombre de souris surviventes 
d'épreuve le jour de 1'épreuve ague jo 


Témoins 10 souris 
Témoins 10 souris 


i) 

° 
nm 
° 
w 
° 
> 
° 


ia) 
rv ° 


Lot a) 7 souris 


Lot ») 16 souris 


fons 
# ° 


Lot c) 8 souris 


Lot a) 19 souris 


Lot e) 20 souris 


Lot f) 20 souris 


F 
le 


B) 10 souris 
2 10 souris 


souris avec du sulfamide. On ne parvient pas, en effet, a les 
protéger avec ce produit contre le nombre de germes nécessaire 
pour faire apparaitre |’immunilé. 


Expérience chez le rat. — On sait que le ral, par contre, est 
facilement protégé par des doses de sulfamide relativement faibles 
par rapport a son poids, bien que le nombre de streptocoques 
nécessaire pour le tuer soit trés élevé [6]. 

L’expérience suivante a été réalisée avec 40 rats males de 120 g 
environ, réparlis en quatre lots de 10 animaux. 

L’infection a été réalisée avec la méme souche de streptocoques 
et suivant le méme procédé que pour les souris. Chaque rat 
a recu, par voile intrapéritonéale, 1 ml de dilution a 10~. 

Les rats du lot a ont été infectés une seule fois et traités pen- 
dant trois jours consécutifs avec 20 mg de sulfamide per os. 

Les animaux du Jot b ont recu quatre injections et traitements 
a sept jours d’intervalle. 


902 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


Enfin, ceux des lots ¢ et d ont recu 1 ml de liquide de Tyrode 
stérile et un traitement sulfamidé dans les mémes conditions que 
ceux des lots a et b. Ils serviront de témoins lors de lépreuve 
d’immunisation, faite le dixiéme jour aprés la derniére injection. 

Les résultats obtenus sont les suivants, rapportés dans le 
tableau III. 


Tas.eau III, 


Nombre de rats survivants chaque jour 


Témoins lot o 


Témoins lot a 


Témoins lot da 


Témoins lot b 


A la lecture de ce tableau on constate qu’une seule injection, 
dans les conditions ot nous nous sommes placés, confére une 
certaine résistance aux rats qui y survivent. Cette résistance est 
renforcée quand les infections sont répétées. 


Ajoutons que la recherche du sulfamide dans le sang de ces 
animaux (1) deux jours avant inoculation d’épreuve s’est mon- 
trée négative. 


III. — ComparaAISON ENTRE LES DEUX METHODES DE VACCINATION. 


L’ensemble des résultats obtenus par ces deux méthodes de 
vaccination (germes tués par la chaleur et germes vivants sous 
protection d’antibiotiques) démontre qu’il est possible de vacciner 
efficacement des animaux avec des streptocoques, a condition 
d’injecter un nombre de germes important et pendant assez long- 
temps. 


Toutefois, dans le cas des streptocoques vivants, nous avons 
obtenu de bons résultats quand nous avons inoculé aux souris, 
une fois par semaine et pendant quatre semaines, 1 ml de dilu- 
tion & 10— (soit environ 1 & 2 millions de germes). Pour obtenir 
les mémes résultats avec des germes tués par la chaleur il nous 
a fallu injecter 1 milliard de germes du mélange des deux souches, 


(1) Les dosages de sulfamides ont été faits par la méthode de Bratton 
et Marshall modifiée par Micheline Laurent-Saviard [7]. 
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soit 500 millions de germes de chaque groupe sérologique. Notons 
aussi que, dans le cas des streptocoques tués, les injections ont 
été plus rapprochées et plus nombreuses. 

L’essai suivant confirme cette différence dans les résultats 
obtenus avec les deux modes de vaccination. 

Une culture de streptocoques de dix-huit heures en bouillon 
ascite 4 37° (souche Dig. 7) a été centrifugée. Le liquide surna- 
geant.a été éliminé et remplacé par un méme volume d’eau physio- 
logique. Les germes ont été chauffés, dans un tube scellé, au bain- 
marie 4 60° pendant une heure. Cette émulsion, diluée a 10— 
dans de l’eau physiologique, a été injeclée par voie intrapérito- 
néale 4 20 souris 4 raison de 1 ml une fois par semaine pendant 
quatre semaines. Cette expérience a donc été réalisée suivant les 
mémes procédés qu’avec les germes vivants. Toutefois, dans ce 
cas, les souris n’ont pas recu d’antibiotiques. 

L’épreuve d’immunisation a été faite dans les mémes conditions 
que dans les expériences précédentes. Dix souris inoculées avec 
1 million de doses mortelles sont mortes dans les mémes délais 
que des témoins neufs. Parmi les 10 autres infectées avec 
10 000 doses mortelles, 3 sont mortes dans les vingt-quatre heures 
ayant suivi inoculation, dans le méme temps que les témoins, 
2 sont mortes en quarante-huit heures, 2 le troisiéme jour et les 
2 derniéres ont succombé le cinquiéme et le sixiéme jour. Rappe- 
lons que dans les mémes conditions, avec les germes vivants sous 
protection antibiotique, nous avons obtenu 100 p. 100 de sur- 
vivantes au dixiéme jour, 

R&EsuME. 


Des souris -et des rats ont été vaccinés avec des streptocoques 
hémolytiques des groupes sérologiques A et C. 

Cette vaccination a été réalisée suivant deux méthodes : 

1° Injections répétées de germes tués par la chaleur ; strepto- 
coques des groupes A et C mélangés ; 

2° Injections répétées de streptocoques du groupe A vivants, 
les animaux étant protégés par de la pénicilline ou du sulfamide. 

Les résultats oblenus montrent que pour immuniser les ani- 
maux avec des streptocoques il est nécessaire, dans les deux cas, 
d’injecter un nombre de germes important et pendant un temps 
suffisant. 

Toutefois, & nombre égal, les germes vivants semblent pro- 
voquer une immunité supérieure a celle obtenue avec des germes 
tués par la chaleur. 

Le sérum des souris ayant survécu a ces expériences protege 
des souris neuves contre 5 000 doses mortelles de la méme souche 


de streptocoques. 


904 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


SUMMARY 
IMMUNIZATION OF LABORATORY ANIMALS WITH STREPTOCOCCI. 
J. — WitTH GERMS KILLED BY HEAT. 
Il. — WirH LIVING VIRULENT GERMS UNDER PROTECTION 


BY ANTIBIOTICS. 


Mice and rats were immunized with A and C hemolytic strepto- 
cocci. 

Two methods were used : 

1. Repeated injections of mixed A and C streptococci killed 
by heat. 

2. Repeated injections of living A streptococci, the animals 
being protected by penicillin or sulfanilamid. 

In both cases a large amount of germs should be imjected and 
the duration of the immunization period should be long enough. 
However living germs seem to induce a better immunity than the 
same amount of heat-killed germs. 

The serum of mice surviving to the experiments protects new 
mice against 5 000 lethal doses of the same streptococcal strain. 
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CONTRIBUTION AU DIAGNOSTIC BACTERIOLOGIQUE 
DES MENINGITES A LISTERIA MONOCYTOGENES 


par L.-A. ROBIN et H. MAGARD (*) 


(Laboratoire Central du C. H. R. de Rouen) 


Au cours de lautomne 1958, du printemps et de l’automne 1959, 
nous avons eu l’occasion d’isoler six souches de Listeria mono- 
cytogenes. 

Les deux souches de type antigénique I (1) provenaient de sujets 
adultes ; Pune, isolée du L. C.-R. au cours d’une méningo-encé- 
phalite qui, malgré sa gravité, a évolué favorablement en deux 
mois; l’autre, isolée par hémoculture, d’un malade hospitalisé 
pour coma d’origine indéterminée, morte] en quelques heures. 


Les quatre souches de type antigénique IV furent isolées de 
méningites néo-nalales survenues, soit chez des prématurés (8 cas 
mortels en quinze 4 quarante-huit heures), soit chez un nouveau-né 
a terme (1 cas mortel en huit jours). 

L’étude clinique et épidémiologique de ces cas fera lobjet d’une 
publication ultérieure, 

Nous exposerons tout d’abord l’étude des caractéres biologiques 
de nos souches (bactériologique, pouvoir pathogéne expérimental, 
sensibilité aux antibiotiques et aux sulfamides) en insistant sur le 
diagnostic différentiel. 

Ceci nous permettra d’envisager ensuite les modalités du dia- 
gnostic en laboratoire hospitaher, en prenant pour exemple les 
méningites a Listeria ; celles-ci, en raison de leur gravité et de 
leur évolution souvent foudroyante, se présentent comme des cas 
d’extréme urgence : de la rapidité du diagnostic dépendent les 
résultats thérapeutiques. 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 7 juillet 1960. 


(1) Nous remercions M. le D® Thibault, de 1’Institut Pasteur de Paris, 
qui a bien voulu procéder a la détermination des types antigéniques 
de nos souches et contréler nos déviations du complément. 
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A. — CARACTERES BIOLOGIQUES DE NOS SOUCHES. 


I. — CULTURAUX ET ANTIGENIQUES. 


Les éléments du diagnostic bactériologique de Listeria mono- 
cytogenes sont bien connus ; ils ont fait Pobjet de tres nombreuses 
publications, tant étrangéres que frangaises, que nous nous excu- 
sons de ne pouvoir toutes mentionner ici en raison de leur 
nombre [4 4 7 et 9 a 44]. 

Nos six souches répondaient a la description classique : bacilles 
Gram +, parfois trés courts et trapus; mobiles 4 + 28° © et 
pas toujours a + 87°C; hydrolysant en moins de quatre heures 
Vesculine ; catalase + ; donnant des colonies brillantes, hémo- 
lytiques sur gélose au sang défibriné de cheval ; mannitol négatif : 
urée non hydrolysée; agglutinés par Jes sérums saturés spéci- 
fiques correspondant a leur type antigénique et par un sérura 
polyvalent O anti-Listeria. 


II. — PouvotrR PATHOGENE EXPERIMENTAL. 


Nous résumons les observations que nous avons pu faire avec 
nos souches sur divers animaux, par différentes voies d’inocu- 
lation. 


1° Conjonctivite suppurée sans généralisation chez le cobaye 
ou le lapin, aprés instillation oculaire de II gouttes d’une culture 
de Listeria pour les six souches. 


2° Rien par voie sous-cutanée chez le cobaye ou le lapin. Pas 
de mononucléose sanguine les jours suivants. 


3° Méningo-encéphalite mortelle avec début de généralisation 
chez le lapin inoculé par voie intraveineuse avec 0,5 ml d’une dilu- 
tion au 1/5 d’une cullure de Listeria de dix-huit heures en bouillon. 
Mort entre la soixantiéme et la soixante-seiziéme heure, aprés 
avoir présenté des troubles de |’équilibre. 


Les cultures et examens directs a partir des différents organes, 
du sang du cceur, de la moelle osseuse, sont positifs. 


4° Méningite mortelle et forme nodulaire disséminée chez la 
souris apres injection intrapéritonéale de 0,1 ml d’une dilution 
au 1/10 d’une culture de dix heures de Listeria en bouillon. Mort 
en dix-huit a vingt-quatre heures, Congestion méningée intense. 
Au niveau de la rate et du foie, on retrouve de nombreux peuts 
foyers 4 centre nécrotique, entourés d’une couronne d’éléments 
cellulaires mononucléés, 
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d° Méningile purulente et lésions de l’encéphale chez le lapin 
aprés injection intracérébrale de 0,05 ml d’une dilution au 1/10 
de culture de Listeria en bouillon de huit heures. Mort en trente- 
six 4 quarante heures, avec abcés nécrotiques et hémorragiques du 
cerveau, contenant de nombreux polynucléaires altérés. 


Lésions méningées. — Infiltration & prédominance périvascu- 
laire par de trés nombreux éléments inflammatoires mononucleés. 
Dans les zones ow les altérations sont plus discrétes, congestion 
vasculaire et ocdéme considérable. On observe les images d’une 
méningite purulente. 


Lésions cérébrales et cérébelleuses. — Trés nombreux foyers 
de toutes tailles constitués les uns par de petites hémorragies 
périvasculaires, les autres par d’énormes zones de nécrose entou- 
rées d’un halo d’éléments inflammatoires. 


Tous les intermédiaires entre ces deux types de lésions se 
retrouvent. Autour de ces foyers, phénoménes inflammatoires 
banaux de la névroglie. A distance, les cellules ganglionnaires ne 
sont pas altérées (2). 


Cultures positives 4 partir de ces lésions. 


En résumé. — Nous avons pu reproduire chez l’animal les 
stades septicémique, méningo-encéphalitique et le début de la 
forme nodulaire disséminée. Nos souches étaient a l’isolement 
trop virulentes pour permettre a l’animal de faire une maladie 
d’assez longue durée. 


III. — SENsIBILIrE AUX ANTIBIOTIQUES ET AUX SULFAMIDES, 


Par la méthode des disques (pouvoir bactériostatique) et sur 
les milieux spéciaux nous avons étudié la sensibilité de nos 
6 souches et de 4 souches de collection vis-a-vis de 14 antibiotiques 
et de 5 dérivés des sulfamides actuellement utilisés en clinique. 

Parmi les antibiotiques la kanamycine, |’érythromycine, la 
spiramycine paraissent in vitro les plus actives de fagon constante. 

Si la résistance a la bacitracine se révélait 4 étude d’un grand 
nombre de souches un fait constant, cette propriété pourrait étre 
mise a profit pour Visolement de Listeria d’un produit patholo- 
gique polymicrobien. 

Pour les sulfamides on peut dire que pratiquement les souches 
étudiées étaient toutes sensibles, ce qui est conforme aux données 
classiques. 


(2) Etude microscopique effectuée par M. le professeur agrégé 
Laumonier, de Rouen, que nous remercions vivement. 
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B. — DIAGNOSTIC DIFFERENTIEL 


Selon la morphologie présentée par Listeria monocytogenes 
dans les produits pathologiques et en culture, le diagnostic diffe- 
rentiel se pose avec les diphtérimorphes et Erysipelothrix rhusi9- 
pathiae, d’une part ; avec les streptocoques plus particuliérement 
Streptococcus zymogenes et les Streptocoques du groupe A d’autre 
part. 


Strep. zymogenes D est le plus difficile & reconnaitre car 31 
présente un grand nombre de caractéres communs avec Listeria : 
morphologie en culture souvent identique, grande vitalité, carac- 
teres culturaux et biochimiques trés voisins, structures antigé- 
niques parfois partiellement communes. 


Listeria pousse un peu moins vite et moins abondamment; il 
est un peu moins résistant. Certains caracléres classiques cepen- 
dant permettent & l’observateur prévenu de le reconnaitre : cata- 
lase positive ; mobilité 4 + 28° en bouillon glucosé a 0,5 p. 100; 
non-résistance apres chauffage a 60° pendant trente minutes : pas 
d’altaque du mannitol ; positivité du test d’Anton ; agglutination 
positive avec un sérum spécifique O anti-Listeria. De ces signes, 
seul le premier (catalase positive) peut donner une réponse rapide 
ef stire (culture de huit-dix heures), car toutes nos souches de 
Listeria ont présenté ce caractére déja signalé par Seeliger et 
Cherry [4]. 

La mobilité & + 28° s’observe sur une culture de huit-dix 
heures si inoculum a été assez abondant ; mais certaines souches 
de Streplococcus zymogenes D sont mobiles dans Jes mémes 
conditions ; le fait (quoique rare) a été signalé et nous l’avons 
nous-mémes observé. 

Lvattaque du mannitol est habituelle aux streptocoques fécaux ; 
on peut rencontrer des exceptions ; de plus, il faut attendre ie 
résultat vingt-quatre heures, parfois quarante-huit heures. 

Les autres tests donnent des réponses plus tardives et de plas 
certains Strept. zymogenes D ont des antigénes communs avec 
Listeria type I [4, 2, 3, 4]. 

Sans rappeler les caractéres classiques dont la mise en évidence 
est longue, il nous a paru intéressant de rapporter d’autres carac- 
teres permettant une différenciation rapide et sire entre ces 
germes pour faire un diagnostic d’extréme urgence en laboratoire 
hospitalier. 

Nos essais ont porté sur 12 souches de Listeria : 6 isolées récem- 
ment dans notre laboratoire et 6 souches de collection, Comparati- 
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vement, 8 souches de Streptococcus zymogenes D isolées dans 
notre laboratoire ont été étudiées dans les mémes conditions 
d’expérimentation. 


Toutes les souches étudiées étaient des souches S. 


Parmi les trés nombreux milieux utilisés au cours de nos expé- 
riences, trois méritent, a notre avis, d’étre retenus : 


CULTURE A 45° SUR LE MILIEU SIMPLE DE Hagna-PERRY. 


Nous rappelons la formule de ce milieu 


Peptone pancréatique Vaillant 5B .......... 20 g 
Glucose: puctanih yar ene on aaa. aaa ener 5 g 
Phosphates dipotassique sy sister 4 ¢g 
Phosphate. monopotassique ......2.6s.5+4.+: 1,50 g 
AVAL MIE EXO LTININIM tae orme ode 6 ae ad ho 6 So eee or 0,50 g 
(CIN Gg sect facts cette oecsterae core erat octet ay cee he 8 
WAU MCISTULCCMe ce cisge cnette A Re 1000 ml 
BLOMOCKESOL POUT PTE: | cee | eee 16 mg 
pHe==- 7,00: 


Stérilisation 4 115° pendant trente minutes, aprés répartition de 2 mt 
par tube a hémolyse. 


Chaque tube est ensemencé avec I ou II gouttes d’une culture 
de neuf-quinze heures en bouillon de Strept. zymogenes D ou de 
Listeria et placé a l’étuve a 45° C. 


Dés la cinquiéme heure, la culture de Strept. cymogenes D est 
nettement visible sans virage du milieu au jaune : pour Listeria 
pas de culture visible. 


A la septiéme-neuviéme heure, toutes les souches de Strept. 
zymogenes D ont poussé et viré Je milieu au jaune; pas de 
culture visible, ni de virage pour Listeria. 

A la vingt-quatriéme-quarante-huitiéme heure, aucune modifica- 
tion des résultats précédents n’est observée. 

Nous avons remarqué que Listeria pousse & + 45°C sur le 
méme milieu sans azide de sodium. 

De méme Listeria pousse 4 45° C sur eau peptonée ordinaire 
avec une concentration en azide de sodium (solution a 1 p. 100) 
de 1 ml pour 10 ml de milieu. 

Il semble donc que l’azide n’ait un pouvoir inhibiteur sur la 
culture de Listeria qu’en association avec les autres composan!s 
du milieu de Hajna-Perry. 
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CuLTuRE A 47° G sur MILIEU ROCHAIX LIQUIDE. 


La formule de ce milieu est la suivante : 


Eau, distillée 252 So. peso er eee ioe ener tae 1000 ml 
Peptone pepsique UCLAF ............-.+.+.5+5 10 g 
Citrate: dei fer ammoniacal 2 cer ar eee de 
Esculiné: 250%. dec ca saree ena elie cee Le 


pH = 7,00-7,10. 


Répartir en tubes de 16 mm & raison de 5 ml par tube. Stériliser 
4 110° pendant trente minutes. 


On ensemence chaque tube avec I ou II gouttes d’une culture 
de neuf-quinze heures en bouillon de Strept. zymogenes D ou de 
Listeria. Bain-marie 4 46°5-47°. 

A la neuviéme heure toutes les souches de streptocoques D ont 
poussé et noirci le milieu; une souche a poussé mais ne noircit 
le milieu qu’a la douziéme heure. 

Aucune souche de Listeria n’a poussé ni noirci le milieu. 

A la vingt-quatriéme et a la quarante-huitiéme heure, mémes 
résultats. 

Dans cet essai, on pourrait penser que seule la température 
joue. Or, toutes les souches de Listeria ensemencées dans les 
mémes conditions sur une eau peptonée pancréatique poussent au 
bain-marie 4 + 47° en neuf heures. 


CuLTuRE A 37° C sur mitieu BILD AU VERT BRILLANT. 


Nous préparons Je milieu suivant : 


Peptone pancréatique Biolyon ................ 10 


fey 
Glucose. pun amy dire ae tape ere ene 5 eg 
BilecdessechéeuOxoida le Omewaer ene eee 20 g 
Fau. distillée ose escsiye) nae ce cree ne ee 1000 ml 


pH final = 7,00. 


Aprés précipitation 4 120° pendant trente minutes et refroidissement 
pendant vingt-quatre heures, filtrer 4 froid. Répartir en tubes de 16 mm 
a raison de 7 ml par tube. 

Stériliser 4 110° pendant trente minutes ; le milieu doit étre légére- 
ment opalescent, mais clair par transparence. 

Au moment de lVemploi, on ajoute dans chaque tube stérilement 
0,5 ml d’une solution de vert brillant 4 0,1 p. 1 000. 


On ensemence chaque tube avec I ou II gouttes d’une culture 
en bouillon de neuf-quinze heures d’étuve a 37°. 
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A la quinziéme heure toutes les souches de streptocoques D ont 
poussé en grumeaux avec dépdt sur les parois du tube et dans le 
fond ou, par agitation, on mobilise un culot plus ou moins 
visqueux, souvent adhérent. Le milieu n’est plus opalescent. 

Les repiquages sont positifs. 


Aucune souche de Listeria ne pousse dans ces conditions, le 
milieu reste légérement opalescent. Les repiquages sont négatifs. 


C. — MODALITES DU DIAGNOSTIC RAPIDE 
EN LABORATOIRE HOSPITALIER 


Sur ces données nouvelles et en utilisant certains caractéres 
classiques déja connus, nous avons étudié expérimentalement une 
méthode permettant un diagnostic rapide et sir des méningites 
bactériennes dont celles a Listeria. 


SIGNES DE PRESOMPTION. 


1° Présence a l’examen direct de bacilles moyens cu courts 
(coques ovoides), Gram-positifs, intracellulaires; des formes 
extracellulaires accompagnent souvent ces derniers. 

Dans la majorité des cas de listériose, si la ponction lombaire 
est faite dés l’apparilion des premiers symptOmes, on ne voit 
pas de germes a ]’examen direct. 


2° Suivant les cas, que le prélévement soit précoce ou non, 
on notera de la polynucléose ou de la lymphocytose d’emblée 
(sil y a polynucléose, celle-ci fera place dés le troisiéme-cin- 
quiéme jour, si le malade survit, a de la mononucléose). 

Presque toujours les hématies sont nombreuses (hémorragie 
méningée). 

3° L’albumine est hopes trés augmentée (cedéme cérébral et 
hémorragie méningée) : 2 a3 g en général. Le glucose est abaissé 
dés les premiéres heures (moins de 0,50 g) et son taux ne cessera 
de décroitre avec |’évolution naturelle de la maladie. 

Le taux des chlorures est quasi normal. 


4° La numération des éléments figurés 4 la cellule de Nageotte 
donne des chiffres qui varient suivant le degré d’évolution de la 
maladie. 

Au début, réaction leucocytaire modérée, parfois inexistante, 
mais s’intensifiant trés rapidement dans les heures qui suivent. 
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L’ensemble de ces signes, quand ils existent, doit faire alerter 
immédiatement le clinicien pour que le traitement sulfamides- 
antibiotiques soit mis en ceuvre sans retard. 


Que l’examen direct ait ou non montré des bacilles Gram-posi- 
ifs moyens ou courts, on ensemence avec Je L. C.-R. conservé 
=a fae 

a) Une ou deux boites de Petri, chaudes, contenant de la gélose 
4 15 p. 1000 au sang défibriné de cheval (10 p. 100 du milieu) 
avec V a X gouttes de L.C.-R. réparties uniformément 4 la 
surface du milieu. Les boites sont mises a l’étuve a 37° a plat, 
couvercle en haut en atmosphere humide. Une des boites peut 
étre mise en almosphére contenant 10 p. 100 de CQ,. 


b) Les tubes de bouillon, de bouillon BO-EG et de Vf + BO-EG 
avec V 4 X gouttes de L. C.-R. Etuve a 37° [8]. 


c) Un tube a hémolyse contenant 2 ml de bouillon glucosé 
a 0,5 p. 100 avec V gouttes de L. C.-R. Bain-marie 4 28° C. 


Dans le cas oti les premiers signes ne sont pas en faveur d’une 
listériose, on attendra le résultat des cultures. 


SIGNES DE FORTE PRESOMPTION (neuviéme-vingt-quatriéme heure). 


a) La culture en bouillon a 37° est posilive : bacilles plus ou 
moins courts, Gram-positifs, le plus souvent immobiles, voile 
tres léger en surface qu’on met en évidence en agitant trés légé- 
rement la partie supérieure du bouillon ; le voile remonte le long 
des parois du tube. 


b) La culture en bouillon glucosé 4 28° peut étre positive et 
montre des bacilles ayant les caractéres précédents, mais mobiles. 


Si Ja coloration de Gram révéle une culture pure, a partir de 
la culture en bouillon a 37° on recherche la catalase, puis on 
ensemence : 


1° Une gélose 4 Vesculine de Rochaix, largement. Etuve a 87°. 
Lecture a partir de la deuxiéme heure jusqu’a la quatriéme heure. 


2° Un des trois nouveaux milieux différentiels précités, de préfé- 
rence un Hajna-Perry simple en tubes & hémolyse. Etuve a 45° C. 
Lecture huitiéme heure. 


3° Un tube de bouillon glucosé ia 28° si le b) n’a pas poussé. 
Lecture dés la sixi¢me-huitiéme heure. 
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4° Un ou deux tubes de gélose en colonies isolées (en vue de 
agglutination et comme contréle de pureté). Etuve, 37°. 


5° Un tube d’eau peptonée mannitée a4 1 p. 100. Etuve, 37°. 
6° Enfin on pratique le test d’Anton sur l’ceil du cobaye. 


DIAGNOSTIC DIFFERENTIEL. 


1° Si la catalase est positive avec noircissement du milieu de 
Rochaix en moins de quatre heures, on élimine (au maximum 
quatre heures aprés) Erysipelothrix rhusiopathiae, Streptocoque 
du groupe A, Strept. zymogenes D. 

2° La mobilité & 28° montre qu’il ne s’agit pas de Corynebac- 
téries. 

Prévenir le médecin traitant si on ne l’a déja fait. 

Ainsi parfois en quinze heures, souvent en vingt-quatre heures. 
on peut poser le diagnostic bactériologique. 

3° La négativité de la culture sur Hajna-Perry 4 45° C (sur le 
Rochaix liquide et sur le milieu bilié au vert brillant) viendra 
appuyer le diagnostic de Listeria. 


SIGNES DE CONFIRMATION (24° heure et jours suivants) 


En dehors de la fermentation du mannitol, apanage habituel des 
streptocoques fécaux et non de Listeria, les caractéres résumés 
dans le tableau I confirmeront le diagnostic. 


CONCLUSION 


De ]’étude de six souches de Listeria monocytogenes, isolées chez 
des adultes (2), chez des prématurés ou des nouveau-nés (4), il 
résulte que les caractéres biologiques (culture, pouvoir pathogéne 
pour l’animal ainsi que la sensibilité aux antibiotiques et aux 
streptocoques. C’est Streptococcus zymogenes D qui présente le 
Erysipelothrix rhusiopathiae, les diphtérimorphes et les différents 
streptocoques. C’est Streptococcus zymogenes D qui présente le 
plus grand nombre de caractéres communs avec L. monocyto- 
genes. Les auteurs décrivent un certain nombre de caractéres 
nouveaux qu’ils ont pu mettre en évidence et qui, conjointement 
avec les données classiques, permettent le diagnostic différentiel 
avec ce germe. Ils recommandent en particulier trois techniques : 
la culture 4 45° sur le milieu simple de Hajna-Perry, la culture 
a 47° sur milieu de Rochaix liquide et enfin la culture 4 37° sur 
milieu bilié au vert brillant. 
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SUMMARY 


THE BACTERIAL DIAGNosTIC oF Listeria monocytogenes 
MENINGITIDIS. 


Study of six strains of L. monocytogenes isolated from adults 
(two strains), premature or new-born infants (four strains). The 
biological properties (culture, pathogenicity for laboratory 
animals, sensitivity to antibiotics and sulfanilamides) allow the 
differential diagnostic between Listeria and Erysipelothrix rhusio- 
pathiae, diphterimorph bacilli and cerlain streptococci. Among 
all these germs, Streptococcus zymogenes D possesses the greatest 
number of common properties with L. monocylogenes. Certain 
new characters are demonstrated, which can be used, in addition 
to classical dala, to allow a rapid differential diagnostic with this 
Streptococcus. 


The authors recommend three techniques : culture at 45° C on 
simple Hajna-Perry’s medium ; culture at 47° C in liquid Rochaix’ 
medium, and culture at 37° C on brillant green + bile medium. 
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SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIOLOGIE 


(Institut Pasteur, 25, rue du Docteur-Roux, Paris, 15°) 


Séance du 6 octobre 1960. 


Présidence de M. Robert FAsQueLie. 


NECROLOGIE 


ARMAND NEVOT 
(1891-1960) 


kn forét de Brocéliande, & Paimpont, en plein centre de la Bretagne, 
Armand Néyot est né le 15 décembre 1891. Orphelin de pére 4 quatre ans, 
c’est son beau-pére, M, Nicolas et son oncle le Dt Louis Névot, le réputé 
praticien d’Avranches, qui décidérent que l’instruction était le plus 
beau cadeau qu’ils pussent lui faire. Pensionnaire au Collége de Dinan, 
Venfant d’emblée affirme sa volonté et son gotit de l’enseignement ; 
il travaille avec ardeur et emporte la plus belle récompense, le prix 
de la ville de Dinan. Agriculture ou Médecine ? On devine la conver- 
sation des deux protecteurs. Un compromis est adopté : Armand 
Névot fait ses études vétérinaires, A l’Ecole de Toulouse ; il sort en 
téte de sa promotion en 1913. Le voici vétérinaire militaire : le service, 
la guerre 1914-1918, puis il part en Afrique, ot il organise, comme 
chef du Service zootechnique de Haute-Guinée, la lutte contre la peste 
bovine et la péripneumonie contagieuse. Il est nommé vétérinaire 
capitaine et participe a l’occupation de la Rhénanie de 1920 A 1924. 


I] quitte alors l’armée et entre dans les Services Vétérinaires de la 
ville de Paris et du département de la Seine, chef du Laboratoire du 
Lait d’abord, puis du Laboratoire d’Hygiéne Alimentaire. Son patron, 
M. Martel, apprécie ses qualités, sa volonté d’apprendre toujours plus 
et Vautorise & prendre ses premiéres inscriptions A la Faculté de 
Médecine. Névot lui annonce bientét son succes a 1’Externat ; il travaille 
alors véritablement 4 « temps plein » : le matin, il est externe, éléve 
de Chauffard, Fernand Besancon, Rathery, Baudoin, qui lui permettent 
d’exercer ses fonctions 4 l’hépital de trés bonne heure ; puis, avec ponc- 
tualité, il remplit son service au Laboratoire vétérinaire ; le soir, il suit 
des conférences d’Internat, et ses camarades de conférence se rappellent 
avec émotion ce curieux compagnon, beaucoup plus 4gé qu’eux, d’une 
ardeur et d’une assiduité remarquables, mais qui n’a pas l’intention 
de se présenter au concours : Névot avait trouvé le moyen, aux heures 
qui lui convenaient, de bénéficier d’un remarquable enseignement 
dirigé de la médecine. 
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Il passe sa these de docteur en médecine en 1930, sa thése de doc- 
torat vétérinaire en 1937. La premiére est consacrée au controle des 
laits, la seconde & l’inspection des viandes. Elle marquent l’orientation 
qui va étre celle de ses principaux travaux sur l’introduction des 
techniques imicrobiologiques en hygiéne alimentaire. Tl étudie les 
empoisonnements d’origine bactérienne, le botulisme, les toxi-infec- 
tions 4 salmonelles, les intoxications staphylococciques et précise 
les conditions de recherche dans les aliments des bacilles tuberculeux, 
des bacilles typhiques et paratyphiques des streptocoques, des staphy- 
locoques. Son livre, paru en 1947, sur le contréle bactériologique pra- 
tique des denrées alimentaires, résume le fruit de ses 25 ans d’études 
sur le sujet. La qualité maitresse de Névot y apparait : voir simple 
et pratique. Elle lui vaut d’étre chargé de représenter la France A 
VO. M.5., au Comité des Denrées Alimentaires du Pacte de Bruxelles, 
de siéger aux Conseils Supérieurs d’Hygiéne de France et de la Seine, 
d’étre le conseiller technique d’hygiéne alimentaire de 1’Assistance 
Publique, qu’il était en train de doter de l’organisation la plus ration- 
nelle pour le ravitaillement en viandes. 


Voir simple et pratique : c’est cette méme qualité qui lui avait 
permis, sous l’occupation, dans la charge difficile du contrédle de la 
viande destinée 4 la nourriture des Parisiens, de se maintenir a dis- 
tance de deux dangers : une trop grande tolérance, qui edit risqué de 
laisser survenir de nombreuses intoxications alimentaires, une trop 
grande sévérité, qui efit accentué la famine. Dans l’une ou l’autre 
éventualité, c’est lui qui aurait été considéré comme le responsable. 
En silence, les deux écueils furent évités : tous les Parisiens lui en 
doivent reconnaissance. 


Simple et pratique : tel était aussi l’enseignement d’Armand Névot, 
telle était la raison de son succés. En effet, depuis trente ans, au 
Laboratoire de Bactériologie de la Faculté, sous la direction successive 
de MM. Lemierre, Debré et Gastinel, avant qu’il ne devienne comme 
Professeur sans chaire mon collégue direct, il participait 4 la fois 
a Venseignement des jeunes éléves de 3° année comme a celui des 
futurs médecins biologistes inscrits au cours complémentaire. Aux 
premiers était destiné le manuel de Travaux pratiques de bactériologie 
qu’il avait mis au point avec Henri Bonnet et qui eut tant d’éditions 
successives ; les seconds, a travers la France, qu’ils exercent en ville 
ou A Vhdpital, ont tous aujourd’hui, sur la paillasse de leurs labora- 
toires, ouvert et plein de taches tant il sert quotidiennement, son 
livre Le diagnostic bactériologique en pratique médicale, dont il cor- 
rigeait, la veille du tragique accident d’automobile les épreuves de la 
seconde édition. 


Chaque jour a la Faculté, & la porte du laboratoire d’Armand Névot, 
se pressait une foule d’anciens éléves, d’amis vétérinaires et médecins, 
de Jaborantines, qui venaient lui demander conseil. Névot en effet, 
était d’un abord aimable, accueillant, toujours prét a la discussion ; 
il écoutait avec intérét, avec aménité l’exposé des opinions contraires 
aux siennes, mais il faisait toujours montre d’une grande ardeur 
a les réfuter, riche de multiples arguments, car il n’exprimait jamais 
une idée sans avoir beaucoup réfléchi et expérimenté ; sa plume était 
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acerbe, volontairement, et tout effort pour essayer de l’amener & Vadou- 
cir s’avérait complétement vain. C’est ainsi que nous aimions « Mon- 
sieur Névot ». La disparition il y a deux ans de son épouse, femme 
d’une exquise distinction intellectuelle et d’une exceptionnelle éru- 
dition, avait beaucoup affecté ; son coeur s’était reporté sur son 
fils et sa belle-fille, les docteurs Pierre et Monique Névot et leur fils, 
le petit Armand Névot. 

Je n’ai jamais rien yu d’aussi émouvant que la matinée du jeudi 15 
septembre dernier : de la modeste maison « Les Capucines », blottie 
au coin du bois et ot avaient afflué les messages de sympathie de 
ses collégues de l’Académie de Médecine et de l’Académie Vétérinaire, 
le cortege se met en marche, passe le long de 1’étang et s’engage sous 
« le Porche »: en téte les drapeaux tricolores des Anciens Combattants 
et des sociétés locales, puis, portées par les jeunes, les immenses cou- 
ronnes offertes par la Faculté de Médecine de Paris, les Services Vété- 
rinaires de la Seine, ]’Ecole d’Odontologie, les sociétés savantes ; 
derriére le corbillard, tiré par le vieux cheval, tous les habitants de 
la commune, précédés de leur maire et de M. Allaire. On fait halte 
a l’ancienne chapelle abbatiale ot la messe funéraire est célébrée 
devant les reliques de St-Judicael. Puis, sous une pluie battante, 
Armand Névot est conduit par ses amis a sa derniére demeure, qwu’il 
a choisie au liew de sa naissance, en plein centre de la Bretagne, a 
Paimpont, en forét de Brocéliande... 

Rieke 


PRESENTATION D’OUVRAGE 


M. Lépine : J’ai l’honneur de présenter A la Société Francaise de 
Microbiologie un exemplaire du rapport OHil et Virus (1), rédigé pour 
la Société Francaise d’Ophtalmologie 4 Voccasion du Congrés qu’elle 
a tenu au mois de mai 1960, et qui parait aujourd’hui en librairie 
en un volume de 1022 pages avec de nombreuses illustrations et 
20 planches hors-texte dont 17 en couleurs. 


Il est dans la tradition de la Société Frangaise d’Ophtalmologie de 
confier 4 un ou plusieurs rapporteurs la rédaction de rapports étendus 
destinés a faire le point d’une question et A servir de source de docu- 
mentation ou de base de référence pour les travaux cliniques et les 
recherches touchant au sujet traité. Lorsqu’il y a quatre ans, 1’en- 
semble des viroses oculaires a été mis A l’ordre du jour pour le 
Congrés de 1960, il était évident qu’un sujet de cette taille ne pour- 
rait étre abordé que par une équipe réunissant virologistes et ophtal- 
mologistes. 


(1) R. Nataf, P. Lépine, G. Bonamour : OBil et Virus, Masson, édit., Paris, 
1960. Prix : 140 NF. 
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J’ai eu la charge de rédiger la partie virologique générale, qui 
occupe 140 pages, et y ai tenté de faire la synthése de nos connais- 
sances sur la nature des virus, de méme que sur leur réle dans les 
infections oculaires ou A propos de celles-ci. Il ne s’agit pas la, bien 
entendu, d’un traité de virologie, mais d’une étude destinée & 
donner a des médecins non spécialistes, comme peuvent l’étre les 
cliniciens, un apergu de nos conceptions actuelles, des principales 
techniques et de l’évolution des idées sur un sujet ot! depuis une 
dizaine d’années les progrés accomplis ont été particulitrement spec- 
taculaires. 

Le reste de Vouvrage, qui est plus strictement ophtalmologique et 
essentiellement clinique, a été rédigé par R. Nataf et G. Bonamour. 
Il traite des viroses oculaires en abordant successivement les diffé- 
rentes structures anatomiques de l’organe: paupiére, conjonctive, 
cornée, sclérotique, appareil lacrymal, uvée, nerf optique, muscles 
moteurs, rétine et ceil embryonnaire. C’est dire qu’on y trouvera 
outre l’important chapitre du trachome, toutes les maladies A virus 
qui sont responsables des conjonctivites, kératites, uvéites et autres 
manifestations oculaires. 

Une troisiéme partie traite des manifestations ophtalmologiques au 
cours des maladies générales A virus, aspect qui pourrait paraitre 
accessoire si l’on ne savait avec quelle fréquence l’ceil réagit au 
cours des différentes maladies 4 virus et plus particulitrement au 
cours des viroses neurotropes ; c’est dire que, pratiquement, toutes les 
maladies 4 virus de l-homme sont passées en revue A propos des 
troubles ophtalmologiques, aigus ou chroniques, qu’elles sont sus- 
ceptibles de déclencher. 

Enfin, une qjuatrieme partie expose les syndromes actuellement 
admis comme étant de nature virale, mais dont la preuve expérimen- 
tale ou sérologique manque encore. Elle réunit les ectodermoses pluri- 
orificielles comme la maladie de Reiter, le pemphigus, |’éruption vari- 
celliforme de Kaposi, l’aphtose, etc. Un chapitre traite de la maladie 
de Behcet et un autre des syndromes uvéo-méningés. 

Cette rapide énumération montre quelle somme d’informations 
est rassemblée dans ce volume pesant, ot. chaque chapitre a été, 
selon la tradition de la Société d’Ophtalmologie, complété par une 
abondante bibliographie de références. 

Les auteurs ont apporté tous leurs soins a Jillustration particu- 
liérement abondante, et l’éditeur a fait en sorte que la présentation 
du volume soit A la hauteur de l’importance des sujets traités. 

Il est regrettable qu’une date de parution inexorable en ce qu’elle 
était liée & un Congres, n’ait pas permis une révision plus soigneuse 
de certains chapitres ot persistent un certain nombre d’erreurs maté- 
rielles dans l’orthographe des noms propres. L’ensemble n’en fait 
pas moins honneur A la Société Francaise d’Ophtalmologie qui a 
pris l’initiative de cette publication. 


COMMUNICATIONS 


MISE EN EVIDENCE, PAR LES TECHNIQUES 
D’/IMMUNOFLUORESCENCE, D’ANTICORPS 
AU COURS DE L’INFECTION SYPHILITIQUE 


par J. THIVOLET, D. GROSPIRON et M. MURAT. 


(Laboratoire d’Hygiéne [Professeur R. Somer] 
de la Facullé de Médecine de Lyon) 


Les techniques d’immunofluorescence introduites par A. H. Coons 
ont déja donné lieu & de nombreuses applications. Elles ont été utilisées 
récemment par Deacon d’une part, par Borel et Durel d’autre part 
pour le dépistage des anlicorps apparaissant au cours de |J’infection 
syphilitique. C’est en nous guidant sur les données apportées par 
Borel que nous avons entrepris cette étude des conditions de mise 
en évidence des anticorps au cours de JVinfection syphilitique dont 
nous apportons les résultats préliminaires. 


TECHNIQUES. 


I. Principcrs. — La mise en évidence des anticorps peut se faire selon 
deux principes valables quel que soit V’antigéne. 


Technique A. — On fait agir successivement sur les tréponémes fixés 
le sérum 4 éprouver, puis un sérum animal anti-globuline humaine fluores- 
cent. Lorsque Je sérum contient des anticorps, ils se fixent sur les trépo- 
néemes et sont révélés par le sérum fluorescent anti-globuline qui rend les 
tréponemes fluorescents. Avec cette technique, Jes sérums positifs provo- 
queront la fluorescence. C’est la technique ulilisée avec succés par Deacon 
et par Borel. 


Technique B. — On peut également utiliser le blocage réalisé par un 
sérum riche en anticorps qui saturent les liaisons antigéniques du_tré- 
poneme. 

On fait done agir successivement sur les tréponémes Je sérum a éprouver, 
puis un sérum humain syphilitique fluorescent. De cette maniére, les trépo- 
némes ne sont rendus fluorescents que si le sérum dont ils ont subi au 
préalable le contact ne contenait pas d’anticorps susceptibles de bloquer 
leurs liaisons antigéniques. Nous avons tenté d’appliquer cette technique. 


I]. MATERIEL ET METHODES. — Nous avons repris les données classiques 
en ce domaine. 


a) L’antigéne : il s’agit de suspension de tréponémes pathogénes, déposés 
sur lame et fixés par la chaleur. 
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b) Les sérums fluorescents : qu’il s’agisse de sérums anti-globuline 
humaine ou de sérums syphilitiques humains, le « marquage » par fluoro- 
chrome a été exécuté selon les techniques classiques en utilisant lisothio- 
cyanate de fluorescéine. 


c) L’installation optique : elle comporte essentiellement un brdleur HBO 


200 Osram, un filtre d'excitation BG 12 et un filtre oculaire Euphos Leitz. 
Un microscope monoculaire a fond noir de modéle courant a été utilisé. 


CONDITIONS D’APPLICATION PRATIQUE 


Elles ont été étudiées pour les deux techniques découlant des prin- 
cipes énoncés ci-dessus, mais surtout pour la technique A, la_tech- 
nique B n’ayant recu qu’un commencement d’application. 


I. Tecunigue A. — Nous avons utilisé d’abord sans aucune modifica- 
lion, la technique indiquée par Borel et Durel, qui ne nous a pas 
permis de retrouver exactement les résultats de ces auteurs dans ces 
conditions. Nous avons constaté en effet trois différences principales : 


a) Fluorescence non spécifique, habituellement de faible intensité 
obtenue avec certains sérums négatifs, méme dilués au 1/10 comme le 
recommandent ces auteurs ; 


b) Fluorescence spécifique d’intensité tres inférieure a celle obtenue 
par Borel et Durel ; 


c) Reproductibilité irréguliére surtout dans le degré de la fluorescence. 


L’étude de différents éléments de la technique nous a apporté les 
résultats suivants, comportant éventuellement des incidences pratiques. 


L’antigéne peut étre fixé indifféremment par la chaleur ou l’acétone. 
Le traitement des lames par |’hyaluronidase améliore la qualité de la 
fluorescence obtenue, tandis que l’action de la trypsine est peu nette 
et celle du verséne, péjorative. 

Les sérums a4 éprouver ne peuvent étre ulilisés purs, au risque de 
provoquer des fluorescences non spécifiques qui sont supprimées soit 
par dilution jusqu’au 1/30, soit par chauffage. 

Le conjugué fluorescent anti-globulines doit étre élaboré a partir 
d’un sérum possédant le titre le plus élevé possible contre les globulines 
humaines. Le titre « anti-globuline » du sérum anti-homme, apprécié 
par le « ring-test » & anticorps constant, doit atteindre et dépasser 10—* 
si l'on veut obtenir une fluorescence intense (1). La conservation des 
conjugués n’est bonne que s’ils sont stockés sans avoir subi une absorp- 
tion sur poudres d’organes. 

Le temps de contact du sérum puis du conjugué est fixé habituel- 
lement A trente minutes. Nous avons constaté que l’augmentation des 
temps de contact, soit du sérum soit du conjugué, est susceptible 


(1) Le caractére trés approximatif de cette technique ne permet guére 
son utilisation qu’a titre comparatif 
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d’améliorer grandement l’intensité de la fluorescence obtenue pour le 
méme sérum ou le méme conjugué, Aucune fluorescence parasite non 
spécifique n’est entrainée par cet allongement des temps de contact 
au moins jusqu’a des temps de trois heures pour chaque élément. On 
peut ainsi obtenir avec un conjugué méme assez faible des fluorescences 
brillantes. 


II. Tecunigue B. — Nous n’avons pas encore étudié en détail les 
conditions d’application pratique de cette technique, dont nous avons 
indiqué ci-dessus le principe. Nous avons utilisé un sérum d’un sujet 
humain atteint de syphilis, ayant un titre égal 4 1100 en anticorps 
immobilisants, apprécié par la réaction quantitative de Nelson et 
Mayer. Ce sérum a été conjugué avec l’isothiocyanate de fluorescéine 
dans les mémes conditions que les sérums « anti-globuline humaine ». 
Ce sérum provoque une fluorescence des tréponémes médiocre aprés 
un temps de contact d’une heure, bonne aprés deux heures, excel- 
lente aprés trois heures. 

Si l’on fait agir, au préalable, un sérum positif sur ]’étalement de 
tréponémes, la fluorescence n’apparait plus aprés addition du sérum 
fluorescent. Par contre, aprés action d’un sérum négatif, l’addition 
du sérum fluorescent provoque encore Ja fluorescence des tréponémes. 


RESULTATS. 


Nous les exposerons rapidement, car nous ne les considérons pas 
comme définitifs. La technique utilisée nous parait en effet suscep- 
tible d’étre améliorée en fonction des diverses données que nous 
venons d’indiquer et des travaux qui sont actuellement poursuivis. 

Les résultats rapportés dans le tableau I ont été obtenus avec la 
technique suivante 


Technique A. 

Conjugué préparé a partir d’un sérum « anti-globuline humaine » 
titrant 10— au « ring-test ». 

Sérums inactivés 4 56° pendant trente minutes, utilisés dilués 4 1/30. 

Temps de contact de trente minutes pour les sérums A tester et de 
une heure pour le conjugué fluorescent. 


Cette premiére série de résultats met en évidence 


1° La spécificité de la réaction de fluorescence, qui n’est peut-étre 
pas aussi nette que le fait apparaitre cette statistique, car, depuis, il 
nous est apparu que certains sérums peuvent exceptionnellement pro- 
voquer une fluorescence non spécifique de faible intensité dans des 
conditions qui sont encore a 1’étude. 


2° La sensibilité trés grande chez les sujets atteints de syphilis et 
traités. 

Nous n’avons effectué qu’un petit nombre de réactions quantitatives. 
Les titres obtenus par la technique de fluorescence paraissent plus 
élevés que ceux obtenus pour les mémes sérums avec le test d’immo- 
bilisation des tréponémes de Nelson-Mayer. 

Ces résultats concordent assez étroitement avec ceux qui ont été 
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Tasreau I. — Résultats obtenus comparativement sur 143 sérums. 


Sérologie ies Otis 


Diagnostic 
+ classique 


Non syphili- 
tiques 


Syphilitiques 
(traités et 
non traités 


Non traités 


Traités 


(*) T. P. C.F. : Réactions de déviation du complément utilisant les antigénes 
tréponémiques. 


rapportés par Borel et Durel d’une part, Censuales et Garofalo 
d’autre part. La spécificité de la réaction parait excellente et certai- 
nement meilleure que celle de la sérologie utilisant les antigénes 
cardiolipidiques et tréponémiques. La sensibilité jugée surtout en 
fonction des résultats obtenus au cours de syphilis traitées parait supé- 
rieure a celle du test de Nelson. Ceci est apparent dans notre statis- 
tique (88 réponses positives avec le test fluorescent, contre 73 positives 
avec le test de Nelson) et dans celle de Borel (106 contre 90). Nous 
n’avons pas eu l’occasion d’éprouver des sérums recueillis au cours 
de la syphilis primaire ; mais dans 7 cas de syphilis primaire non 
traitée, Borel et Durel ont obtenu une réponse positive par le test 
de fluorescence alors que le test de Nelson était encore négatif. 

Les sérums de sujets atteints de syphilis que nous avons soumis compa- 
rativement aux tests de Nelson, d’immunofluorescence de la sérologie 
classique et des réactions utilisant Jes antigénes tréponémiques ont 
fourni un pourcentage de positivité beaucoup plus élevé avec le test 
d’immunofluorescence qu’avec la sérologie classique et le T. P. C. F.- 
test. Censuales et Garofalo qui ont également comparé les quatre 
types de réaction ont noté qu’elles concordaient sur 100 sérums, 
trente-huit fois dans la positivité, alors que seuls le test de Nelson 
et le test d’immunofluorescence étaient négatifs dans les 16 autres cas. 

Ces résultats sont done encourageants mais ne peuvent encore étre 
considérés comme définitifs. 


ConcLtusion. — L’utilisation de l’immunofluorescence pour le dia- 
enostic sérologique de la syphilis parait, 4 la lumiére de cette étude 
préliminaire, trés riche de promesses. Les premiers résultats que nous 
avons obtenus confirment ceux rapportés déja par Borel et Durel, mais 
il parait prématuré de proposer une technique utilisable pratique- 
ment. L’influence de nombreux facteurs reste encore A préciser avant 
d’en arriver au stade de l’exploitation clinique. 


924 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


SUMMARY 


DEMONSTRATION, BY MEANS OF IMMUNOFLUORESCENCE, OF ANTIBODIES 
IN THE COURSE OF SYPHILITIC INFECTION, 


The experiments show that the use of immunofluorescence for the 
serological diagnostic of syphilis may yield very good results. The 
preliminary findings obtained by the authors confirm those previou- 
sly described by Borel and Durel. But it seems still impossible to 
propose a practical technique. The influence of many factors must 
be determined before any method could be adopted in clinical routine. 
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ARGAS PERSICUS VEHICULE EVENTUEL 
DE MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS VAR. HOMINIS. 


par J. KERREST 


(Unstitut Pasteur de Dakar) 


Appartenant a l’ordre des Acariens, & la famille des Ixodidés, a la 
sous-famille des Argasinés, Argas persicus Oken 1818 est une espéce 
cosmopolite, trés commune, qui vit de préférence dans les _basses- 
cours. Les larves hexapodes ne vivent que sur les oiseaux, mais les 
jeunes nymphes et les adultes s’attaquent & homme. 

Le rdle de cet Acarien dans la transmission de certaines borrélioses 
humaines est probable. Par ailleurs on a signalé qu’Argas persicus 
avait pu véhiculer Pasteurella pestis pendant cent dix jours et qu’il 
avait été a l’origine d’un cas de charbon bactéridien humain (cité 
par E. Brumpt). 

Nous nous bornons ici a rapporter un fait sans vouloir conclure 
par la généralisation. 

Un lot d’Argas persicus recueilli sur des volailles & Kiffa, Mauri- 
tanie, fut broyé dans un mortier stérile et imoculé par voie sous- 
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cutanée 4 un cobaye. Cet essai entrait dans le cadre d’une recherche 
systématique de souches rickettsiennes chez diverses especes d’Acariens 
de l’Ouest africain. 

L’animal inoculé ne présenta au cours de trois semaines d’observation 
aucun sympt6me permettant d’évoquer une rickettsiose. Passé ce délai, 
il fut conservé en isolement. Le quatre-vingt-quatriéme jour de cet 
isolement, il mourait et l’autopsie mettait en évidence des lésions 
typiques de tuberculose généralisée expérimentale : énorme masse 
ganglionnaire caséifiée au niveau de la région inguinale droite, cor- 
respondant au point d’inoculation du broyat, ganglions iliaques et 
aortiques caséifiés, rate trés hypertrophiée et truffée de follicules, 
quelques follicules sur le foie et le poumon. 

L’examen bactériologique des broyats de la masse ganlionnaire in- 
guinale et de Ja rate a mis en évidence de nombreux bacilles alcoolo- 
acido-résistants dont la morphologie était caractéristique de Mycobacte- 
rium tuberculosis. 

L’examen anatomo-pathologique de la rate démontrait le caractére 
tuberculeux des lésions. 

Aprés homogénéisation, le broyat de ganglion fut ensemencé en 
milieu de Jensen modifié (Coletsos et coll.). 

Dans les délais normaux est apparue une culture eugonique de 
bacilles tuberculeux humains typiques. 

Tels sont les fails et ils méritent d’étre étudiés. Toutes garanties 
existent quant a la stérilisation du matériel utilisé pour lVinoculation. 
I] pourrait certes s’agir d’une tuberculose spontanée du cobaye, mais 
le point de départ de l’infection localisé du seul cété ot fut pratiquée 
Vinjection parait exclure cette possibilité. 

Il semble done bien que le broyat d’Argas persicus contenait des 
bacilles tuberculeux vivants et virulents. 

Quelle est la signification de ce fait ? Dans la région de Kiffa, Mau- 
ritanie, et dans l’agglomération en particulier, il existe un grand 
nombre de malades atteints de tuberculose 4 un stade avancé et 
l’hygiéne de ces malades laisse encore beaucoup a désirer. Les animaux 
domestiques vivent en contact permanent avec les habitants. Les 
Argas, parasites des volailles et sédentaires par excellence, peuvent 
donc se trouver en contact sur le sol avec des produits bacilliféres et 
s'infecter accidentellement. D’autre part, la bactériémie tuberculeuse 
existe certes, et l’infection de l’Argas, adulte ou nymphe, au cours 
d’un repas de sang sur homme, est une possibilité qu’il reste natu- 
rellement a démontrer. 

Les faits mentionnés ici, n’ont probablement qu’une importance 
limitée, mais i] nous a paru cependant intéressant de les rapporter ; 
l’attention ne semblait pas avoir été jusqu’da présent attirée sur le 
role éventuel de cet acarien dans 1’épidémiologie de la tuberculose. 
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PRODUCTION DE COLICINES CHEZ LES SALMONELLA. 
(Etude sur 410 souches) 


par P. VASSILIADIS, J. PAPAVASSILIOU, A. GLAUDOT 
et P. SARTIAUX. 


(Institut de Médecine Tropicale « Princesse-Astrid » @ Léopoldville 
[Directeur : D™ G. Courrots | 
et Laboratoire de Microbiologie de l'Université d’Athénes, Gréce 
[Directeur : Professeur C. Movroussis]) 


On ne connaissait jusqu’A présent que 8 souches de Salmonella 
colicinogénes [4, 2, 3, 4] appartenant toutes au groupe B. Sept d’entre 
elles sont des S. typhimurium, l’autre une S. paratyphi B. Toutes 
produisent la colicine I a l’exception d’une souche de S. typhimurium 
qui produit la colicine K [4]. Les recherches antérieures avaient été 
limitées environ & 272 souches appartenant 4 4 groupes O (A,B, C, 
et D,) et a 8 sérotypes. De plus 225 de ces souches appartenaient au 
eroupe B, dont 91 étaient des S. typhimurium et environ 132 des 
S. paratyphi B. 

Le présent travail porte sur une gamme de groupes O et de séro- 
types beaucoup plus considérable. Ce matériel nous a permis de cons- 
tater que la colicinogénése chez les Salmonella n’est pas aussi rare 
qu’on le pensait, ni surtout limitée au seul groupe B. Au contraire 
nous l’avons retrouvée dans plusieurs autres groupes O et sérotypes. 


MarrenieL. — Nous avons examiné 90 souches de S. typhi et 320 souches 


dautres Salmonella appartenant A 97 sérotypes et 27 groupes O différents 
(tableau I). 


La plupart des S. typhi ont été isolées par hémoculture, quelques-unes 
par coproculture. 


L’origine des autres Salmonella examinées est la suivante : 


Hommes : coproculture, 112 souches; hémoculture, 9 souches; pus 


(ostéite chez des sicklanémiques, 6 souches ; arthrite du genou, 1 souche. 
Au total, 128 souches. 


Organes danimauz : 142 souches. 
Toutes ces souches proviennent du Congo Belge et du Ruanda-Urundi. 


Parmi les Salmonella recues d'autres pays nous avons examiné : 


a) Souches de collections ; 24 (proviennent de l'Institut Pasteur de Paris, 


du Statens Seruminstitut de Copenhague et du Central Public Health Labo- 
ratory de Londres). 


b) Farines de poissons : 26 souches. 
TEcHNIQUES. — 1° Colicinogénése : les souches ont été examinées par la 
méthode de la double couche de Gratia modifiée par Fredericq [5]. 


2° Typage des colicines : ce typage a été fait a l’aide de 20 mutants résis- 
tants a différentes colicines et sensibles A d’autres. 
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RESULTATS. 


Nos résultats figurent aux tableaux I et II. De l’examen du tableau I 
il résulte que la fréquence de la colicinogénése, sur 410 souches exa- 
minées, est de 2,6 + 0,7 p. 100. Si l’on en excepte les S. typhi, le pour- 
centage de souches colicinogénes est de 3,5 +1,0 p. 100. Le pourcen- 


TasreAu I, — Sérotypes et souches de Salmonella examinées (*) 


GROUPE B : 17 stroryres ; 90 soucnes ; coricinocknes : 5,5 p. 100. 
S. abortus equi, 1; S. arechavaleta, 2; S. bredeney, 1; S. chester, 4; 
S. derby, 3; S. heidelberg, 15; S. ituri, 1; S. kisangani, 13 ; S. limete, 1; 
S. reading, 1; S. ruki, 2; S. saint paul, 1; S. san diego, 1; S. schwar- 
zengrund, 8; S. stanleyville, 1; S. typhimurium, 29; S. typhimurium var. 
copenhague, 3 ; S. wagenia, 3. 

GROUPE C, : 15 stroryrers ; 7) soucues ; coricinocknes : 2,8 p. 100. 
S. aequatoria, 1; S. bonn, 1; S. braenderup, 14; S. brazzaville, 1; S. chole- 
rae suis, 1; S. galiema, 3; S. gombe, 6; S. infantis, 13; S. irumu, 1; 
S. makiso, 2; S. montevideo, 2; S. oranienburg, 18; S. paratyphi C, 1; 
S. thompson, 1; S. virchow, 5. 

GROUPE Cz : 7 séroryrrs ; 19 soucnes ; coricinocines : 0) p. 100. 

S. akandji, 1; S. bonariensis, 1; S. bovis morbificans, 5; S. kottbus, 1; 

S. muenchen, 1; S. nagoya, 1; S. newport, 9. 

GROUPE C3 : 2 sfroryprs ; 3 sOUCHES. 

S. albany, 2; S. kentucky, 1 ; 

GROUPE D, : 7 siroryres ; 128 soucnes ; coricinocines : 0 p. 100. 

S. dar-es-salaam, 1; S. dublin, 12; S. enteritidis, 17; S. gallinarum- 

pullorum, 5; 8. javiana, 1; 8. kapemba, 2; S. typhi, 90. 

GROUPE EF, : 7 strorypes ; 46 soucnes 3 coricinochnes : 4,4 p. 100. 
S. amager, 2; S. anatum, 3; S. butantan, 1; S. ruzizi, 1; S. uganda, 3; 
S. vejle, 7 ; S. westhampton, 1. 

GROUPE Eg, : 5 siroryprs ; 10 soucnes ; coricinocines : 0 p. 100. 
S. binza, 1; S. goerlitz, 1; S. hamilton, 2; S. newington, 3; S. tuebingen, 3. 

GROUPE Ey : S. seftenberg, 1. 

GROUPE F : 6 sftroryrts ; 7 soucnes. 
S. aberdeen, 1; S. chandans, 2; S. chingola, 1; S. kisarawe, 1; S. pre- 
toria, 1; S. senegal, 1. 

GROUPE G, : S. poona, 1. 

GROUPE Gg : 3 sErorypes ; 5 soucnes. 
S. ajiobo, 2; S. cubana, 2; S. worthington, 1. 

GROUPE H : 4 sirnoryprs ; 5 soucues. 
S. carrau, 1; S. mampeza, 1; S. anderstepoort, 2; S. siegburg, 1. 

GROUPE [ : S. hull, 1. 

GROUPE M : 3 séroryres ; 5 soucueEs. 
S. kibusi, 3; S. moéro, 1; S. tel-aviv, 1. 

GROUPE N : S. urbana, 1. 

GROUPE O : S. adelaide, 1. 

GROUPE P : 2 siroryres ; 2 soUCHES. 
S. inverness, 1 ; S. mgulani, 1. 

GROUPE Q : S. champaign, 1. 


(*) En face de chaque groupe figurent le nombre total de sérotypes et de souches 
examinés et le pourcentage de souches colicinogénes pour les groupes dont on 
a examiné au moins dix souches. En face de chaque sérotype figure le nombre de 
souches examinées appartenant a ce sérotype. 
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GROUPE R : 3 s&éroryrrs ; 3 SOUCHES. 
S. johannesburg, 1; 8. bukavu, 1; S. bulawayo, 1. 
GROUPE S : S. waycross, 1. 

GROUPE T : 2 skrorypss ; 3 soucHEs. 
S. nairobi, 2; S. weslaco, 1. 
GROUPE U: S. milwaukee, 1. 
GROUPE V: S. niarembe, 1. 
GROUPE W : S. deversoir, 1. 
GROUPE X : S. bergen, 1. 

GROUPE Y : 2 strorypes ; 2 sOUCHES. 
S. dahlem, 1; S. ngozi, 1. 
GROUPE Z : S. greenside, 1. 


TOTAL ; 410 soucnes ; coricinocines : 2,6 + 0,7 p. 100. 


tage approximatif de positifs par groupe O, ot l’on a examiné au 
moins 10 souches, est le suivant : groupe B, 5,5 p. 100; groupe C,, - 
2,8 p. 100; groupe E,, 4,4 p. 100. 

Dans le tableau IJ, nous avons fait figurer les 11 souches trouvées 
colicinogénes. Parmi elles, 2 souches de S. derby ont été isolées récem- 
ment a Léopoldville par coproculture chez l’homme ; la souche coli- 
cinogéne de S. worthington est la souche type du Centre International 
des Salmonella de Copenhague qui nous a été adressée par le D* L. 


Tasiriu Il. — Souches colicinogénes. 
Pes NOMBRE 
SEROTYPE ET GROUPE i SOUCHES TYPE 
oe DE SOUCHES ; 
(par ordre alphabétique) ‘ COLICINOGENES DE GOLICINE 
EXAMINEES 
SMEICCLOR DACRE | Gotan BMAaas of oa c 31 2 ] 
S. braenderup (C,) ...+....-2..----- 14 2 ] 
S. derby: (CB) octane sen te e eeete 3 2 I 
Sermamipeza, WE) lsewi.ste eee ele 1 1 ] 
Se -saint-pawl.\(B)) cece seat cee a 1 ] 
Sewagenia v(B) 0 eiiee ee. o.prctemereere 3 % J 
Sie CO OCH MEM Gabononna seocn boc 1 1 I 


Le Minor, de Paris : enfin, les 8 autres souches colicinogénes ont été 
isolées d’organes d’animaux au Congo Belge et au Ruanda-Urundi. 
Toutes ces souches produisent la colicine I. Elles appartiennent & 
5 groupes O (B, C,, E,, G, et H) et A 7 sérotypes différents. 

Ces résultats démontrent qu’il n’existe pas de relation entre groupe O, 
sérotype et colicinogénése, comme les travaux antérieurs pouvaient le 
faire supposer. 

Il n’existe pas non plus de relation entre la phase et la colicinogénése, 
car toutes nos souches biphasiques produisent leur colicine aux deux 
phases. Ceci était 4 prévoir car on sait que les E. coli mobiles sont 
aussi colicinogénes que les Shigella. 

Nous signalons enfin que le caractére colicinogéne parait stable 
chez les Salmonella. En effet, 8 de ces souches avaient été isolées 
entre 1954 et 1958 et conservées sur « blood agar base » 4 4°C, tandis 
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que S. worthinglon est une souche de collection. D’autre part, aprés 
passage sur cobaye, le caractére colicinogéne de 5 de nos anciennes 
souches a été maintenu. 


Résumé. — Nous avons décelé 11 souches de Salmonella colicinogénes 
sur 410 examinées, soit 2,6+0,7 p. 100 (y compris 90 souches de 
S. typhi). Ces 11 souches appartiennent aux groupes B, Ge be On 
et H et a 7 sérotypes différents : S. anatum, S. braenderup, Ss. derby, 
S. mampeza, S. saint-paul, S. wagenia et S. worthington. Toutes 
produisent la colicine I. De nos résultats on peut présumer qu’il 
n’existe pas de relation stricte entre structure antigénique de Salmonella 
et colicinogénése. 


SUMMARY 


COLIGIN PRODUCTION BY SALMONELLA. StTupy or 410 STRAINS. 


The authors found 11 colicinogenic strains among 410 studied (2,6 
+ 0,7 p. 100), including 90 S. typhi strains. 

Yhese 11 strains belong to groups B, C,, E,, G,, H and to seven 
different serotypes : S. anatum, S. braenderup, S. derby, S. mampeza, 
S. saint-paul, S. wagenia, S. worthington. All of them excreted 
colicin I. There does not seem to exist any strict relationship bet- 
ween antigenic structure and colicinogeny. 
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PRESENCE DE BSW 
DANS LA FLORE CONJONCTIVALE NORMALE 


par Jeanne ORFILA et Bernard COURDEN. 


(Laboratoire de Bactériologie 
et Institut du Trachome de la Faculté de Médecine d’Alger) 


Depuis quelques années de nombreux auteurs ont signalé la pre- 
sence chez Vhomme de petits bacilles, assez polymorphes, Gram- 
négatifs. Leur position taxonomique est encore l’objet de nombreuses 
discussions, aussi sont-ils presque indifféremment désignés par les 
termes de B5W, Bacterium anitratum, Morazella lwoffi. Au cours 
d’une étude de la flore bactérienne conjonctivale de 120 sujets sains 
de la région d’Alger, nous les avons isolés dans les cas. 
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ISOLEMENT DES GERMES. — Les sécrétions sont prélevées dans le cul-de-sac 
conjonetival inférieur, prés de la caroncule, et ensemencées sur le milieu 
solide (Brain Heart infusion agar Difco, additionné d’extrait globulaire) que 
nous employons syslémaliquement pour l’étude de la flore oculaire. Les 
colonies qui se développent sont ensuite déterminées selon les techniques 
classiques. Parmi celles constituées de bacilles Gram-négatifs, nous avons 
isolé dix-huit souches de BSW dont nous rapporterons Jes caractéres. 


Trcuniours. — Ces techniques sont celles proposées récemment par 
Bultiaux [4], que nous tenons A remercier de son aide et de ses conseils 
précieux. 

1° Morphologie des corps baclériens, apres coloration de Gram. 

2° Recherche de la mobililé, par examen entre lame et lamelle d’une 
culture jeune en bouillon. 

3° Examen au microscope électronique. Il a été fait pour toutes les 
souches en raison de Vimportance du systéme ciliaire pour la diagnose de 
ces microbes. 

49 Détermination du type respiratoire, par ensemencement de tubes de 
gélose VF, de 180 x 8 mm. 

5° Action sur les hydrates de carbone. Nous avons étudié l’attaque des 
sucres suivants : lactose, glucose, saccharose, et mannitol en solution 
a 1 p. 100 en milieu liquide ; lactose 4 10 p. 100 en milieu solide selon la 
technique de Buttiaux : le germe est ensemencé en strie centrale ; le virage 
au jaune du bromocrésol-pourpre dans la partie supérieure du tube indique 
que Je germe transforme le lactose en acide lactobionique. 

Pour préciser le mode d’action des bactéries sur les hydrates de carbone 
et en particulier sur le glucose, nous avons utilisé le milieu de Hugh et 
Leifson : 


Tryptose: Dileo. .cia..c.agrete < See eee ee ee Ce 2 g 
GUNS! dais bstits chiedin «are Supra ea rae ae ene es Se ee 
POGH KS. “olla cortewccnncrnciee sera eens eee eae OS eure 
ABO’ sates. gteiei alsa k<ausisetem on Bie ota la ailegatte a taeiNenva 3 g 
Blew de “bromothyimole pares areca eet eer 0,03 ¢ 
Han “distillée, <hiscerscin cen mat ectstrdn rele neocons eee 1000 cms 


(Ajuster 4 pH 7,1). 


Lors de lemploi on porte les tubes dix minutes au bain-marie bouilant 
pour éliminer les gaz dissous. On ajoute une solution de glucose stérile 
également régénérée : la concentration finale doit étre de 1 p. 100. Aprés 
solidification du milieu, les microbes sont ensemencés en pigtire dans deux 
tubes ; pour lun, la surface est recouverte d’une couche de 2 em? d’huile 
de vaseline préalablement régénérée. Aprés vingt-quatre heures d’étuve 
& 37°, les résultats peuvent étre les suivants : 

a) Les deux tubes ont conservé leur coloration verte : le germe est inactif ; 

b) Le tube sans vaseline vire au jaune, l’autre reste inchangé : le germe 
oxyde le glucose ; 

c) Les deux tubes virent au jaune : le glucose est fermenté. 


6° Recherche de lVozxydase (selon la technique de Kovacs). Le réactif 
utilisé est le chlorhydrate de tétraméthyle-para-phényléne-diamine. Au 
moment de l’emploi une solution 4 1 p. 100 est préparée ; quelques gouttes 
servent A imprégner un pelit carré de papier filtre. Avec un ensemenceur 
& fil droit, on préléve une grande quantilé de germes provenant d’une 
culture en milieu solide Aagée de 24 heures, et on trace une strie sur le 
papier filtre ainsi préparé. L’apparition d’une coloration bleu-violet immé- 
diate traduit la présence d’oxydase. 
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7° Hydrolyse de lurée, en utilisant le milieu de Christensen. 

8° Transformation des nitrates en nitriles. 

9° Production d indole. 

10° Ulilisalion des citrales. 

11° Sensibilité aux antibiotiques. Nous avons recherchée en milieu solide 
en utilisant la technique des disques avec les antibioliques suivants : auréo- 
mycine, bacitracine, carbomycine, chloramphénicol, érythromycine, framy- 
céline, néomycine, pénicilline, spiramycine, streptomycine, terramycine. 


RésuLtats. — Examen microscopique — Ces microbes se présentent 
sous la forme de cocci groupés par deux ou en chainettes, de coccobacilles 
et de bacilles allongés. Ils sont Gram-négatifs, bien qu’il ne soit pas 
rare d’observer quelques cellule bactériennes Gram-positives. Ce poly- 
morphisme avec prédominance des formes coccoides est trés carac- 
téristique. 

Ils sont immobiles, et l’examen au microscope électronique montre 
Vabsence de cils. 


Propriétés biochimiques. — Les caractéres sont les mémes pour les 
18 souches : lactose +, glucose +, saccharose —, mannite —, indole —, 
citrate +, urée +, nitrate —j; lactose 4 10 p. 100 +.VF : aérobie 
strict. Oxydation du glucose +. Oxydase —. 


Sensibilité aux antibiotiques. — Toutes les souches sont : résistantes 
a la pénicilline et a la _ streptomycine ; moyennement  sensibles 
a lVauréomycine, la bacitracine, la carbomycine, 1l’érythromycine, la 
framycétine, la spiramycine et la terramycine; trés sensibles au 
chloramphénicol et & la néomycine. 


Discussion. — Les caractéres majeurs d’immobilité, d’oxydation du 
glucose, de production d’acide lactobionique et d’absence d’oxydase 
permettent de différencier ces germes des Pseudomonas, toujours mo- 
biles et possédant une oxydase, des Achromabacter qui ne produisent 
pas d’acide lactobionique, des Aeromonas qui font fermenter le glucose. 
Leur caracttre d’aérobiose stricte les sépare des Entérobactéries. I 
s’agit donc bien de B5W. 

Ces microbes constituent un élément qui n’est pas négligeable de 
la flore conjonctivale des sujets sains, et nous les avons rencontrés 
aussi bien chez des enfants que chez des adultes et des vieillards. Au 
cours des 240 examens de sécrétions conjonctivales, nous avons isolé 
622 souches bactériennes, et les 18 souches de B5W _ représentent 


TaBLEAu I.. 
GERMES NOMRE DE CAS 


I BUNA" aye A es cme tre Pacer ROR Par ROR ROS CORO IC CTC NaDICTE RCP EOR AN RCT EN hore PSE 
iBIo WAY ale SHED Mana ROYEKOXO ADI Maracometa mec ath see CaO e Oe acne eon 
Ba VE er COLVMCD ACTEM nave sattce year tietre «gyceea sie errands sie isi 
VV eI NIELS SCLC mae tctna set tice icteric sane ticcncere ee ietes 
Bow. + Staphylocoque + Corynébactérie .............s0.... 
Bay! Se dSielol aloe ceiilicn c= Seinen: | qaeaboooomeen Ousosceooeone 
BOWER Stay lOCOCUG + INCTSSCMIOCs setycctie cae aan arsine alesis ore 
B5W + Staphylocoque + Corynébactérie + Sarcine + Bacillus 


Pe get rev ew | 
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3 p. 100 de cette flore. Ils sont toutefois beaucoup moins fréquents que 
les staphylocoques, les corynébactéries et les sarcines, et ils sont le plus 
souvent associés 2 ces diflérentes espéces, aini que l’indique le tableau I. 

La présence de B5W sur des conjonctives saines nest pas surpre- 
nante, puisque ces germes sont trés répandus dans la nature, et qu’ils 
ont été signalés dans l’eau et dans le sol. On comprend donc aisément 
qu’ils puissent étre trouvés sur les téguments et les muqueuses d’un 
sujet méme en bonne santé. Fergusson et Roberts [2] les ont décelés 
fréquemment dans Je rhino-pharynx. 

Chez homme, ces microbes ont été décrits surtout dans les condi- 
tions pathologiques (septicémies, méningites, etc.) [4]. Peuvent-ils, sur 
la conjonctive ot ils sont assez fréquents, étre 4 Vorigine d’infec- 
tions? Celte question reste encore sans réponse précise, bien qu’il 
soit vraisemblable que certains bacilles Gram-négatifs signalés au 
cours des conjonctivites soient des B5W. Chez un nouveau-né atteint 
de conjonctivite aigué, nous avons isolé une souche de B5W, mais 
elle était associée au bacille pyocyanique qui est bien connu comme 
agent d’infections oculaires. 

Enfin Ja diversité, déjA connue, de la sensibilité des B5W aux anti- 
biotiques doit étre 4 nouveau signalée, car des résultats fort différents 
des notres ont été rapportés, en particulier avec la pénicilline et le 
chloramphénicol [3]. 


Résumé. — 18 souches de BSW ont été isolées au cours de |’étude 
de la flore conjonctivale de 120 sujets sains. 


SUMMARY 


PRESENCE OF B5W iN THE NORMAL CONJUNCTIVAL FLORA. 


Eighteen strains of BOW (= Baclerium anitratum = Moraxella lowffi) 
were isolated from the conjunctival flora of 120 normal individuals. 
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Les communications suivantes paraitront en Mémoire dans les Annales 
de lInstitut Pasteur : 


Les propriétés lytiques du sérum normal. — II. Obsistine et 
antigéne Vi d’Eberthella typhi, par L. Cotoperr et A. Kren. 


Résultats de l’isolement du bacille tuberculeux dans 55 000 cra- 
chats par le teepol 410 basique. Influence du milieu de 
culture, par A. Tacquer et F. Tison. 
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Fractionnement électrophorétique des protéines et pouvoir 
protecteur du sérum du rat blanc immunisé contre Plasmo- 
dium berghei, par M™? C. Caussr-Varts, M"* J. Orvita et G. Fastant. 


Neisseria mucosa (Diplococcus mucosus Lingelsheim). — II. 
Etude antigénique et classification, par M. Veron, P. Tumaurtr 
et L. SEconp. 


LIVRES REGUS 


A. Albert. -— Selective Toxicity. 1 vol., 233 p., Methuen and C?®, édit., 
Londres, et J. Wiley and Sons, New-York, 1960. Prix : 36 s. 


Cet ouvrage, dont c’est la deuxiéme édition, traite de l’action sélec- 
tive des différents agents toxiques. Depuis la premicre édition qui 
date de 1951, les progrés de la chimiothérapie et de la pharmaco- 
dynamie découlant en partie de l’évolution de la biochimie ont permis 
d’étoffer Vouvrage (13 chapitres au lieu de 8). 

Dans la premiere partie, on trouve des considérations générales sur 
la toxicité sélective, absorption et l’excrétion des divers agents médi- 
camenteux ainsi que sur l’historique de la chimiothérapie et la phar- 
macodynamie. 

La deuxiéme partie de l’ouvrage s’attache & dégager les relations 
entre la structure et l’activité biologique. 

Une )ibliographie abondante compléte cet ouvrage qui apporte une 
contribution a l’étude du mode d’action des médicaments et d’autres 
substances biologiquement actives. BaEH: 


Comité mixzte OMS/UNESCO d’experts de la Formalion a donner aus 
Enseignants en matiére d’Education sanitaire. Organisation Mon- 
diale de la Santé: Série de Rapports techniques, 1960, n° 193 ; 
21 p. Prix : Fr. s. 1,--, 1/9 ou $ 0,30. Publié également en anglais 
ef en espagnol (Dépositaire pour la France: Librairie Masson, 
Paris). 


Comité d’experts de la Standardisation biologique. Treiziéme rapport. 
Organisation Mondiale de la Santé: Série de Rapports techniques, 
1960, n° 187 ; 48 p. Prix: Fr. s. 1,--, 1/9 ou $ 0,80. Publié éga- 
lement en anglais et en espagnol (Dépositaire pour la France : 
Librairie Masson, Paris). 


J. W. McLaren. — Modern trends in diagnostic radiology. Third series 
1 vol., 274 p., Butterworth and C°, édit., Londres, 1960. Prix : 75 s. 


Les appareillages et les techniques radiologiques ont fait de grands 
progres depuis la parultion, en 1953, de la seconde édition de cet 
ouvrage. Le présent volume décrit les connaissances acquises au cours 
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de ces sept années. Tous les articles sont rédigés par des spécialistes 
éminemment qualifiés, appartenant a différents pays d'Europe. et 
d’Amérique. Le nombre des figures a été considérablement augmenté 
et leur importance accroit la clarté et Vintérét du texte. Un long cha- 
pitre est en particulier consacré & la radiologie du cceur, 4 l’angio- 
cardiographie et a la cinéradiographie. Hina. 


J. Grober. — Wérmestauung und Schwiilekrankheilen. 1 vol., 200 p., 
2 fig., Gustav Fischer Verlag, Stuttgart, 1960. Prix : 28 M D. 


Le livre étudie les répercussions que peut avoir sur l’organisme 
humain linfluence combinée de la température et de 1l’humidité 
atmosphériques, celle des températures excessives observées dans 
certaines usines ou dans certaines mines, l’action de différents moyens 
artificiels (bains chauds, bains de vapeur, etc.) utilisés pour élever 
la température du corps dans un but thérapeutique, celle de la fiévre, 
et enfin les diverses maladies des pays tropicaux dans lesquelles la 
chaleur joue un rdéle direct ou indirect ; il passe enfin en revue les 
moyens que possede !‘homme pour s’en protéger ou pour traiter ces 
maladies. Hebe 


R. N. Doetsch. — Microbiology. Historical contributions from 1776 
to 1908. 1 vol., 233 p., Rutgers University Press, New Brunswick, 
New Jersey, U.S.A. Prix: 5$. 


Ce volume est consacré aux savants dont les découvertes ont permis 
un progrés capital des sciences microbiologiques : Spallanzani, Schwann, 
Pasteur, Cohn, Tyndall, Koch, Schloesing, Burrill, Lister, Ehrlich, 
Winogradsky, Warington, Beijerinck, Smith, Orla-Jensen. Aprés une 
trés bréve notice biographique, l’article le plus marquant de chacun 
de ces chercheurs est reproduit en anglais. C’est ainsi qu’on pourra 
lire le travail de Spallanzani sur les Infusoires, celui de Pasteur sur 
la fermentation lactique, celui de Robert Koch qui montre sa maitrise 
dans les techniques de culture des bactéries, celui de Winogradsky sur 
les sulfobactéries, etc. L’ouvrage constitue un abrégé des divers aspects 
de la microbiologie depuis son origine et est illustré par les portraits 
de chacun des auteurs étudiés. Bok, 


A.-R. Prévot. — Techniques pour le diagnostic des bactéries anaérobies. 


1 vol., 120 p., 40 fig., 34 tabl., Editions de la Tourelle, Saint- 
Mandé, i960. 


Cinquiéme opuscule de la Collection Techniques de base publiée sous. 
la direction de M.-R. Dujarric de la Riviere, cet ouvrage est destiné a 
diffuser les techniques d’isolement, de culture et de détermination des 
anaérobies pratiquées a I’Institut Pasteur et sans cesse étendues et 
améliorées par le Service des Anaérobies. 

Aprés une préface et une introduction qui précisent le but et les 
limites de l’ouvrage, le chapitre premier expose la définition et les 
caractéres généraux des anaérobies : oxydoréduction, types respiratoires, 
types réducteurs, colonies, nutrition. 
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Le deuxiéme chapitre traite des milieux de culture et des techniques : 
milieux VF et dérivés, réductose, milieu de Wilson et Blair modifié 
milieux sélectifs de Beerens, techniques d’isolement, culture, hémo- 
culture, analyses biochimiques, antibiogramme anaérobie, établisse- 
ment de la fiche de détermination ; étude des produits de fermentation. 

Le troisiéme chapitre étudie les anaérobies pathogénes : toxinotypies 
botulique, tétanique, gangréneuse. . 

Le quatriéme chapitre expose les anaérobies virulentes non toxino- 
génes : Micrococcales, Bactériales, Spirillales, Sporulales, Actinomycé- 
tales, Spirochétales. 

Le cinquiéme chapitre traite des bactéries anaérobies non pathogénes 
@intérét scientifique ou industriel : ferments butyriques ou acétono- 
butyliques, cellulolytiques, pectinolytiques, sulfatoréducteurs, Thio- 
bactériales. 

Résumé et conclusion. 

Cet ouvrage intéressera tous les laboratoires de bactériologie, qu’ils 
soient destinés a la bactériologie médicale, vétérinaire, industrielle ou 
purement scientifique. A.-R. P. 


A. Trevor Willis. — Anaerobic bacteriology in clinical medicine. 1 vol., 
164 p., 13 fig., Butterworth and C°, Londres, 1960. Prix : 30 s. 


Ce petit précis de bactériologie des anaérobies est destiné aux étu- 
diants en médecine de l'Université de Leeds. Aprés un préambule 
enthousiaste de C.L. Oakley et une préface non moins enthousiaste 
de l’auteur, vient une introduction qui limite bien les buts de louvrage. 

Un premier chapitre décrit les « Anaerobic Jar ». Le deuxiéme décrit 
les milieux. Le troisiéme traite l’examen et l’identification des anaéro- 
bies. Le quatri¢me donne les caractéristiques des anaérobies pathogénes. 
Le cinquiéme étudie les infections anaérobies ; le sixi¢me, la toxicologie 
des anaérobies. 

Appendice, bibliographie (trés restreinte), index. * Noelia 12) 


S.C. Dyke. — Recent advances in clinical pathology. Séries II, 1 vol., 
425 p. J. et A. Churchill, édit., London. Prix : 50 s. 


Vinglt-cing exposés sont réunis dans cet ouvrage et groupés en quatre 
sections. La premiére section, Bactériologie, sous la direction de 
M. Barber, concerne les staphylocoques résistants aux antibiotiques, 
les méthodes de diagnostic en virologie, les virus neurotropes, le dia- 
gnostic de la toxoplasmose, les progrés récents dans la sérologie de la 
syphilis, les EZ. coli pathogénes et les contaminations baclériennes des 
aliments. 

La deuxiéme section, Chimie pathologique, envisage notamment les 
troubles du métabolisme du calcium, l’intérét de la transaminase 
sérique et de la déshydogénase lactique dans le diagnostic de l’infarctus 
du myocarde, les anomalies du métabolisme de Vindole, lélectro- 
phorése sur papier en pathologie clinique. 

La section d’Hématologie comporte des exposés sur les hémoglobino- 
pathies, l’utilisation des globules rouges marqués au chrome, le fer 
radioactif en pathologie clinique, les conditions minima necessaires 
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a la transfusion, le traitement chirurgical des hémophiles, les rhuma- 
tismes et les collagéioses. 


La section d’Histologie comprend : le diagnostic histologique des 
mycoses, les tests cytologiques du chromosome sexuel, les isotopes radio- 
actifs au laboratoire, la ponction rénale, le diagnostic de la maladie de 
Hirschsprung et l’histochimie. Ainsi on trouve dans cette monographie 
d’excellentes mises au point, faites par des spécialistes trés compétents, 
et chaque exposé est suivi d’une bibliographie sommaire récente. 

Ae: 


A. Gottschalk. — The chemistry and biology of sialic acids and related 
substances. 1 vol., 115 p., University Press, Cambridge, 1960. 
Prix 22's, 675 


Les acides sialiques (en N-acétylneuraminiques) constituent un groupe 
important en biologie, ne serait-ce que par leur large distribution 
dans le monde animal. Leur réle physiologique 4 J’heure actuelle, en 
effet, n’est pas encore bien élucidé. Aussi cette monographie comporte- 
t-elle essentiellement une étude se rapportant a l’isolement, & la struc- 
ture, aux propriétés physiques et chimiques, aux réactions d’identifica- 
tion et au dosage. Les derniers chapitres concernent les modes de 
liaison des acides sialiques dans les produits naturels, les concentrations 
d’acide sialique dans le sérum humain normal et pathologique et enfin 
les enzymes qui agissent sur les acides sialiques (neuraminidase et 
aldolase). Bo He 


Ciba Foundation Symposium on cellular aspects of immunity. 1 vol., 
495 p., J. et A. Churchill, édit., Londres, 1960. Prix : 60 s. 


Cet ouvrage mérite de figurer dans la collection des principaux traités 
dimmunologie parus durant ces derniéres années. On y trouve non 
seulement un. certain nombre de communications du plus haut intérét, 
mais encore l’essentiel des discussions qui ont suivi ces exposés faits 
au cours du Colloque d’Immunologie tenu a l’Abbaye de Royaumont, 
en 1959, sous la direction des professeurs KouritsKy et GRABAR. 


Les différents exposés sont notamment : Nomenclature des cellules 
ayant une fonction immunologique (FaGRAEUs). Mécanisme de fixation 
de l’antigéne par les cellules (Ropineaux). Dégradation de l’antigéne 
protéique par une enzyme intracellulaire (LapRes~te et Wess). Etude 
en cinématographie des plasmocytes (THrery). Ultrastructure des 
cellules & compétence immunologique (BERNHARD, GRANBOULAN). Identi- 
fication des cellules & compétence immunologique (Simonsen). Théories 
de la tolérance immunologique (MepaAwar). Discussions sur la forma- 
tion des anticorps par formation des clones (BurRNeT, LrpERBERG). 
Transfert des cellules lymphoides et réle dans la formation des anti- 
corps (Harris et Harris). Formation des anticorps in vitro (GRABAR 
et CorRvazieR). Etude des protéines sériques en relation avec ]’immunité 
et leur origine cellulaire (Burtin). Fondement cellulaire de la mémoire 
sérologique (Dresser et Mrrcnison). Propriétés biologiques et immuno- 
logiques du facteur de transfert (Lawrence). Etude comparative de 
Vhistologie des réactions d’hypersensibilité retardée (Waxsman). Inter- 
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actions entre les anticorps humoraux et sessiles au cours de la réaction 
des homogreffes (Gorrr). Réaction des nourrissons A Vimmunisation 
active pendant la période néonatale (Smiru). Modifications de la perméa- 
bilité capillaire au cours des réactions immunologiques (Vorsin et 
Toutter). Mécanisme de la fixation de Vanticorps anaphylactique sur 
le tissu vivant in vitro (HALPERN et coll.). 


Auto-anticorps multiples vis-a-vis de constituants cellulaires au cours 
du lupus érythémateux généralisé (Goon, Kunxer, Houtman et DrIcHER). 


Action in vitro des complexes antigéne-anticorps sur les thrombocytes 
et les érythrocytes. Et enfin, discussion de groupe. 


Chacun de ces exposés intéresse non seulement lVimmunologiste, mais 
tous ceux qui doivent étre au courant des progrés récents de ce domaine 
de la biologie. 


Un grand nombre des documents qui sont communiqués n’avaient 
pas été publiés antérieurement. TS LD. 


L. E. Hawker, A. H. Linton, B.F. Folkes et M. J. Carlile. — An intro- 
duction to the biology of micro-organisms. 1 vol., 452 p., Arnold, 
édit., Londres, 1960. Prix : 35 s. 


Ce livre est une introduction a 1]’étude de la microbiologie. Il s’adresse 
aux étudiants dont la microbiologie fait partie du programme d’études, 
qu’ils se destinent 4 la biologie ou a lagriculture. Il comprend trois 
parties : la morphologie et le cycle des micro-organismes (bactéries, 
champignons, protozoaires, algues, virus), la physiologie et le méta- 
bolisme des micro-organismes (chimie, métabolisme, nutrition, crois- 
sance, différenciation et reproduction, survie, vie ralentie, sénescence 
et mort), et enfin l’écologie (microbiologie du sol, de lair, de l’eau, des 
plantes, des animaux, des aliments et produits commerciaux, fermen- 
tations industrielles). Chaque chapitre est suivi d’une bibliographie 
des ouvrages essentiels se rapportant A la question traitée. Dans l’appen- 
dice sont indiquées quelques techniques microbiologiques. 

La présentation de ce livre, agrémenté de schémas et de microphoto- 


craphies, est excellente. Le Tee 
A. Vessereau. — Méthodes statistiques en biologie et en agronomie. 


2° tome de la série Recherche el expérimentation en agriculture, 
par F. Bosur et A. VesserEAv. 1 vol., 538 p., Bailli¢re et Fils, édit., 
Paris, 1960. Prix 55 NF. 


L’édition précédente du livre de statistique de Vesserrau fut l'un 
des premiers ouvrages publiés en France qui rassemblait les princi- 
pales méthodes mathématiques appliquées a l’agriculture et la biologie. 
L’utilité de l’analyse statistique n’a plus a étre justifiée et elle est 
devenue indispensable & tous les biologistes. Beaucoup d’entre eux 
connaissent le « Vessereau » auquel ils ont souvent eu recours, Aussi 
le succes de cette deuxiéme édition est-il assuré. Les bases mathéma- 
tiques ont été renforcées, le chapitre relatif 4 la variable y? est plus 
longuement développé, l’analyse de la variance présentée sous une forme 
plus générale, les tables et les abaques relatives a la loi binominale 
et A la loi de Poisson complétées. Bien que ce livre s’adresse surtout 
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aux agronomes, regrettons pour les microbiologistes qui, dans Jeurs 
expériences, ont le plus souvent affaire aux lois du « tout ou rien », 
que l’auteur n’ait pas traité la méthode des « probits ». Mais il a voulu 
que son livre donne « une initiation suffisante pour traiter un assez 
erand nombre de problémes et permette d’accéder ensuite a des tech- 
niques plus spécialisées et plus fines ». Ab api bie 


Moshe Prywes. — Medical and Biological Research in Israel. 1 vol., 
562 p., the Hebrew University of Jerusalem, 1960. Prix : 8 $. 


Dans ce livre, trés richement documenté, sont réunies les recherches 
dans le domaine de la biologie et de la médecine effectuées pendant 
la bréve période (dix ans) d’existence de |’Etat d’Israél. Divisé en neuf 
sections, puis ei nombreux chapitres, il embrasse tous les problemes 
vitaux pour le pays. Chaque chapitre est suivi d’une abondante biblio- 
eraphie. Le livre donne une idée des institutions scientifiques et 
sociales, de la santé publique, la médecine sociale, la médecine vété- 
rinaire et diverses recherches agricoles. Il est utile comme base de 
renseignements sur les activités scientifiques trés dynamiques dans 
toutes les branches de la biologie. SSE. 


J.G. Horsfall et A. E. Dimond. — Plant pathology. An advanced trea- 
tise. Vol. Ill. The diseased population. Epidemics and control. 
1 vol., 675 p., Academic Press, New York et Londres. Prix : 22 §. 


Dans le volume III de ce traité sont étudiées la premiére phase de 
la pathologie des populations de plantes, c’est-d-dire l’infection et les 
mesures qui permettent de la prévenir. 

L’inoculum est d’abord étudié : sa potentialité, sa dispersion, soit 
autonome dans le sol, la graine et la plante, soit par différents agents 
biologiques, les insectes en particulier, et physiques, l’air et l’eau. 

L’analyse des facteurs qui favorisent les épidémies sert d’introduction 
aux chapitres suivants, ot. sont passés en revue les moyens de contréle 
de l’infection. Ce seront : la prévision des épidémies, la quarantaine, 
les pratiques culturales, le traitement du sol, les fongicides considérés 
du point de vue de leurs propriétés chimiques et biologiques, les agents 
biologiques qui peuvent s’opposer au développement du_pathogéne, 
l’antagonisme microbien, le bactériophage et les prédateurs ; enfin, le 
dernier chapitre traite du probléme de la production de variétés de 
plantes résistant aux agents pathogénes. 

Chaque probléme posé est étudié 4 la fois du point de vue théorique 


et pratique, et des références bibliographiques sont données & la fin 
de chaque chapitre. GIES: 


TABLE ALPHABETIQUE PAR NOMS D’AUTEURS 
DU TOME 99 


Notice nécrologique. 


-t Armand Névor (1891-1960) 


Axsoycan (N.) et Le Mryor (L. et S.). — Antigenes communs entre 
les Candida et les Salmonella-Arizona ...............005 
Atour (J. E.) et Raynaup (M.). — Suppression du pouvoir inhibi- 
teur du fer sur la toxinogénése diphtérique par Ja levure 
(CLIC Lal evinre) me ease ete ee ah ERE 
AnpRE (J.), Aupepaup (G.) et Caampon (L.). — Diagnostic de la 
ciphiigries sun culture: de tissum em tater ene ea Nana 
ANDREJEW (A.), GERNEZ-Rreux (Ch.) et Tacqurer (A.). — Activité 
lipasique des hbacilles tuberculeux et des Mycobactéries 
IY PUGH UGS: SUV ene thst tel Lk hen, PRS Se ayieie cue eRe eae ea 


—-—-Essais de différenciation des Mycobactéries sensibles et 
résistantes & VINH a Vaide de tests quantitatifs et qua- 
litatits ide activité peroxydasiq ie era. tase dees 


Anprigu (G.). — Les vaccinations antirabiques au Centre Hospi- 
falicr= Résional ides Lowlouse CngelO5 OM iors eco: 
Anrzer (F.). — Antigene herpétique fixant le complément 
—  Antigéne poliomyélitique pour fixation du complément 
AupEsAup (G.). — Voir Anprié (J.). 
AUDRIN (J.). Mise au point d’une méthode de mesure de la 


sensibilité des bacilles tuberculeux aux antibiotiques 
présents dans le sérum des malades .................. 
Aucrer (J.) et Moreau (R.). — L’activité amylolytique des sols. 
Méthodendenide ietmmntenpmetatlonim erat siete ieie eer arl-t 

— Voir Moreau (R.). 


Bap (J.). — Voir LotsELeur (J.). 

BAGDASARIAN (G.). — Influence de la streptomycine sur la produc- 
tion de la pénicillinase induite chez B. cereus .......... 

Barsu (E.), Sevicmann (M.) et Jory (M.). — Réactions entre des 


ADN diversement dénaturés ou dégradés et les anticorps 
anti-ADN du sérum de malades atteints de lupus éry- 
(VSm@be GISAARMING: Seah. aucascoanpcdoodauneGa0cnd5a% 
Brerens (H.) et Caster (M. M.). — Action de la bile sur la crois- 
sance de certaines bactéries anaérobies 4 Gram négalif.. 


131 


150 


695 


454 
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Benoir (J.-Cl.). — Voir Panisser (M.). 


Béguicnon (R.) et Vrarar (Ch.). — Les vaccinations antirabiques 
a Institut” Pasteur vem) VOSO re erreracryeterstctsreten tere tte roe 
Beumer (J.) et Dirxx (J.). — Influence de la composition catio- 


nique du milieu sur la fixation des batériophages sur les 
récepteurs bactériemsS soles ier. <r i 

Bizzint (B.). — Voir Raynaup (M.). 

Borsvert (H.). — L’identification des Mycobactéries par la recher- 
che de lMacide nicotiniqutem freer ai teeter ner 

Bonisson (M™e C.). — Voir L&pine (P.). 

Boyer (F.). — Association sérum-antibiotiques dans la _ strepto- 
coccie expérimentale de la souris ..............-....- 

— Vaccination d’animaux de laboratoire avec des strepto- 
cogues. J, -etiAly jis. octets okays emerson een ee are Ce 
— Voir Cuepip (L.). 

Brés (P.), Camarn (R.) et DArrasse (H.). — Note sur le diagnostic 
de la variole au laboratoire. Il. Méthode d’inoculation sur 
la membrane chorio-allantoidienne d’embryon de poulet. 

Bretey (J.). — Voir Moureau (M. H.). 

Brisou (J.). — Microflore d’un lac salé saharien ................ 

Brun (E.). — Voir Kana (T.). 

Brycoo (E. R.). — Voir Donin (A.). 

BucHanan-Davinson (D.) et Ounin (J.). — Dosage des anticorps par 
diffusion dans les gels. Comparaison avec les résultats 
tinés=desedosages diazolenpLeCHpliGm ameter ewe ert err 

Buroin (J.-C.). — Voir Hetiuy (J.-R.). 

Camain (R.). — Voir Bris (P.). 

Capron (A.). — Voir Dopin (A.). 

Carré (M™e M.-C.). — Voir Lérine (P.). 

CARVALHO DE Sousa (J.). — Contribulion a létude de la poliomyé- 
liteydams les silesmdiom Gane Verte amen eee ee 

Caste, (M. M.). — Voir Brrrens (H.). 


Carricne (G.), Fauconnrer (B.), Turpon (M.) et Hannoun (Cl.). — La 
pandémie de grippe A2 de 1957. Ses caractéristiques et 
Som ¢volution sen. Hranceneanem a eee oe eras in ere 

Cayeux (P.). — Voir Waur (R.). 

Cuanvienac (M.-A.). — Sur les difficultés rencontrées dans la carac- 
térisation des souches bactériennes telluriques .......... 


— Voir Kaiser (P.). 
CHamBon (L.). — Voir Anpr& (J.). 


CuamreuiL (R.). — Voir Szrurm-Rupinsten (M™ §.), 

CHARPENTIER (M.). — Répartition des microorganismes cellulo- 
lytiques ‘du soljil, ses mtechutcpiess esa. cs ee ee ne 

CHATELAIN (R.). — Voir Véron (M.). 

Crepw (L.) et Boyer (F.). — Nouvelles recherches sur l’action his- 


tamino-sensibilisante de H. pertussis (phase 1) 


146 


600 


433 


897 


92 


450 


376 


202 


401 


459 
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—-— et Popnmiar (M™° F.). — Hypophyse et typhoide expéri- 
Marable Maney Dla MG Serle. sats Meta e4 5 she eed ene 

CiuzeL (R.), Verner (M.), Vaurs (R.) et Ciuzen-Nicay (M.). — 
Comparaison du _ pouvoir bactéricide des associations 
d’antibiotiques au sein du groupe érythromycine-spira- 
mycine-carbomycine-oléandomycine sur les staphylocoques 


Patho SOmes mMecwke mck rre Meee Aes. fread Stee Ae eee 
Ciuzev-Nieay (M.). — Voir Cuuzex (R.). 
CocurRangE (Ch. G.). — La technique des anticorps fluorescents. 
Applications 4 la microbiologie et au phénoméne d’Arthus. 
Cotetsos (P. J.). — Milieux et modalités de culture adaptés A la 


réanimation et 4 la multiplication in vitro de M. tuber- 
culosis de vitalité réduite, de viabilité éphémére, ou en 


CtatedequilescencOasa.tdete onesie site ents eee ae iat ee eeecdie 
CotoperT (L.) et Creacw (O.). — Structure de la paroi ectoplas- 
mique. Nature et localisation du substrat du lysozyme... 

— et Fonrances (R.). — Interférence d’un inhibiteur au 


cours du développement de Myzovirus parainfluenzae I 
enyesuiade poulesembryonnCem  Hemeeicn eer aoser ae 
— et Kirn (A.). — Les propriétés lytiques du sérum. 
I. Individualisation d’un facteur du sérum humain 
MOLiMal - WOHSIStiMe! <5 j2ceelatton «hos qe mie See ea a eieuae near 


Courcon (J.). — Voir GRABAR (P.). 

CourpbEN (B.). — Voir Orrina (J.). 

Creaca (O.). — Voir Coroperr (L.). 

Dacuer (G.-L.). — Séroneutralisation des virus poliomyélitiques. . 
Darrasse (H.). — Voir Brés (P.). 

Demarcut (J.) et Nrcotr (J.). — La multiplication des agents des 


trypanosomiases humaines africaines en cultures de tissus. 


tiplication du bacille tuberculeux. Les bacilles acidophiles. 
Deruor (E.). — Voir Waut (R.). 


Diner (J.). — Voir ENJALBERT (L.). 
Dinxx (J.). — Voir Beumer (J.). 
Doprw (A.), Capron (A.) et Brycoo (R.). — Etude biomorphologique 


et manométrique de l’oxydation enzymatique de quelques 
composés phénoliques par les glandes vitellines de cer- 
UEEMG) [bq cianeN OV Kecken Goes o cca nce Comms Go Con cea are cae eine 
— Voir RANDRIAMBOLOLONA (R.). 

Dusois (O.). — Voir Léprne (P.). 

Durau-CAsAnaBe (J.). — Voir Moustarpvrer (G.). 

Dutone pE Rosnay (Ch.). — Voir Moustarpier (G.). 

Dusoncner (H.). — Voir Turvoter (J.). 

Epuincer (E.). — Voir Rosenruan (H. A.). 

Epwarops (P. R.). — Voir Le Minor (L.). 
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264 


329 


475 


672 


839 


69 


103 


120 


767 
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Ensacpert (L.), Dinter (J.), Larenc (M. B.) et Lapcnine (L.). — Les 


adénovirus. Etude de 17 souches isolées & Toulouse .... 
Eyquem (A.). — Voir Popiiacnoux (M™ L.). 
Facuer (M.). — Effet inducteur de H,O, sur la production de 
phage par la souche lysogéne E£. coli K12 (A) ........--- 
Fauconnier (B.). — Voir Careicne (G.). 
Faure (Me M.) et Prrtor (J.). — Composition antigénique des Tré- 
ponémes. III. L’antig¢ne lipidique de Wassermann ...... 
Fonrances (R.). — Voir Cotopert (L.). 
FRAppPIER (A.). — Voir Panisser (M.). 
GatLut (J.). — Contribution a létude du complexe antigé- 


nique «QO» des vibrions. Relations immunologiques 
entre V. cholerae et les vibrions dits inagglutinables .... 
— Action de la chlorpromazine sur l’intoxication et 1’infec- 
tion expérimentales de Ja souris par la toxine et les 
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